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Uber die physiologische Wirksamkeit des krystallisierten 
weiblichen Sexualhormons im Allen-Doisy-Test. 


Untersuchungen tiber das weibliche Sexualhormon. (3. Mitteilung.) 
Von 


Adolf Butenandt und Erika von Ziegner. 





Aus der Organisch-chemischen und der biochemischen Abteilung des Allgemeinen Chemischen 
Universitaéts-Laboratoriums, Gittingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Februar 1930.) 


Als biologischer Test zum Nachweis und zur quantitativen 
Auswertung des weiblichen Sexualhormons ist seit Jahren die 
Scheiden-Brunstreaktion an der kastrierten Maus oder Ratte nach 
Allen und Doisy verwertet worden. Die urspriinglich vorgeschlagene 
Methode zur Auswertung hormonhaltiger Priiparate besteht darin, 
da8 man einer Reihe von Tieren die auf ihre Wirkung zu priifende 
Substanz in steigender Dosierung zufiihrt, und diejenige Substanz- 
menge als Einheit (,,Mause“- oder ,,Ratteneinheit“) anspricht, welche 
gerade ausreichend ist, um in der Scheide eine typische Brunst- 
reaktion auszulésen, die durch mikroskopische Untersuchung von 
Vaginalausstrichen festgestellt wird. 

Der Allen-Doisy-Test hat sich bei der Bearbeitung des weib- 
lichen Sexualhormons ausgezeichnet bewihrt, er wurde zur Grund- 
lage fiir eine erfolgreiche Anreicherung und Reindarstellung des 
Hormons. Entsprechend seiner Wichtigkeit fiir die wissenschaftliche 
Untersuchung des Hormons, sowie fiir die Auswertung pharma- 
zeutischer Praparate und die praktisch-medizinische Dosierung, 
sind die physiologischen Grundlagen des Testes mit ihren Febler- 
quellen und die Art seiner technischen Handhabung Gegenstand 
vielseitiger umfangreicher Arbeiten geworden. Es sei hier nur 
auf die neueren zusammenfassenden Arbeiten von E. Laqueur’), 





') J. of Pharmacology 36, 1 (1929). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVIII. 
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A. Lipschitz?), auf die Untersuchungen von G.F. Marrian und 
A. S. Parkes’) und die dort angegebenen Literaturhinweise yer. 
wiesen. Obwohl diese Arbeiten in ihren wesentlichen Ergebnissey 
iibereinstimmen, hat man sich bislang nicht auf eine einheitlich 
festgelegte Technik einigen kénnen. 

Die vorliegende Arbeit soll weniger als Beitrag zur Physiologie 
und Technik des Allen-Doisy-Testes gewertet werden, sie soll vor 
allem der Kenntnis des reinen, krystallisierten Progynons dienen. 


Eichungsmethodik und Wirksamkeit. 


Ks ist vielseitig iibereinstimmend festgestellt worden, daB der 
EinfluB von individuellen Schwankungen der Versuchsticre 
entweder ein sehr geringer ist, oder durch geeignete Methodik 
weitgehend vermieden werden kann. Die GréBe einer ,,Kinheit« 
ist aber in sehr weitem MaBe abhangig von 3 wesentlichen tech- 
nischen Handhabungen: 

1. von der Art des mikroskopischen Scheidenabstrichbildes, 
das einer Grenzdosis zugeordnet wird, z. B. ob ,,Volléstrus“*) oder 
,,Verschwinden der Leukocyten“*) im Abstrichbild gefordert wird; 

2. von der Anzahl der Tiere, die zu einer Auswertung ver- 
wandt werden und von der Forderung, wieviel Prozent der Ver- 
suchstiere positive Reaktion zeigen miissen; 

3. von der Art der Injektionstechnik. 

Die Kichung der Priaparate auf Vollbrunst (,,Schollenstadium) 
ist das weitgehendste, aber wohl sicherste Verfahren. — Die Zalil 
der Versuchstiere soll nach Laqueur mindestens 12 pro Aus- 
wertung, 3 pro Dosis betragen, damit diirfte die unterste Grenze 
des Erlaubten gekennzeichnet sein; positive Reaktion wird vou 
den Autoren unterschiedlich an 50—75°/, der Versuchstiere ge- 
fordert. 

Von groBer Bedeutung ist die Art der Injektionstechnik. 
Schon Allen und Doisy®) haben darauf hingewiesen, da8 man be! 
Verteilung der injizierten Hormonmenge auf mehrere Hinzelgaben 
mit einer wesentlich geringeren Gesamtmenge die gleiche Wirkung 
erzielt, wie bei Zufithrung in einmaliger Injektion. Auswertungs- 





') Biochem. Z. 215, 222 (1929). 

*) J. of Physiol. 67, 389 (1929). 

*) Bevorzugt von Allen u. Doisy, Zondek u. Aschheim, Dodds 
u. Mitarbeitern, Coward u. Burn, Marrian u. Parkes. 

*) Bevorzugt von E. Laqueur u. yon Loewe. 

‘) Amer. J. Anat. 34, 133 (1924). 
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resultate, die durch Injektion in einmaliger Dosis ermittelt sind, 
ergeben zumeist Wirksamkeitszahlen, die um ein Vielfaches kleiner 
sind, als die mit protrahierter Technik ermittelten. Die Unter- 
schiede in den Resultaten sind bedingt durch die verschieden 
croBe Geschwindigkeit, mit der die Resorption des Hormons im 
Organismus erfolgt, sie sind daher abhingig von der Anzahl der 
Injektionen, von der Zeit iiber die sie verteilt werden, vom ver- 
wendeten Lasungsmittel (Wasser oder Ol), vor allem aber von der 
Reinheit des injizierten Hormons. Viele Bearbeiter des weiblichen 
Sexualhormons haben sich in neuerer Zeit einer protrahierten 





T Injektionstechnik bedient, andere grundsitzlich nur in einmaliger 
- Dosis injiziert. Hiufigkeit und Zeitdauer der Darreichung und 
k die ibrigen obenerwaihnten Kriterien der Wirksamkeit sind aber 


yon den verschiedenen Autoren so unterschiedlich verwendet, daB 
ein direkter Vergleich ihrer erzielten Reinheitsgrade nach den 
ermittelten Wirksamkeiten nicht méglich erscheint. 


sy Die Methodik des Allen-Doisy-Testes bei der Darstellung des 
|; krystallisierten Progynons, 





Wie schon mitgeteilt wurde, gelang eine so weitgehende 
Fraktionierung von Schwangerenharn, daB das reine weibliche 
Sexnalhormon daraus in krystallisierter Form dargestellt werden 
konnte.’) Als Wegweiser zur Ausarbeitung der verwendeten 
Methoden war die biologische Auswertung dargestellter Fraktionen 
unerliBlich. 

Wir bedienten uns bei unseren Anreicherungsversuchen aus- 
schlieBlich der einfachsten Methodik, nachdem wir uns von ihrer 
Brauchbarkeit iiberzeugt hatten: Die auszuwertende Fraktion wurde 
in Sesam6llésung in einmaliger Dosis subkutan injiziert, wir 
priiften auf Vollbrunst bei 75—80°/, der Versuchstiere. 

Technik: Zur Kastration wurden nur ausgesuchte weibe Miiuse 
(10—15 Wochen alt, etwa 20 g schwer) verwandt. Kastration erfolgte vom 
Riicken aus, es wurden die Ovarien und ein Teil der Uterushérner entfernt. 
Vom 8. Tage nach der Kastration an werden tiglich einmal Kontrollabstriche 
(mit Platindse) gemacht. Firbung der Abstriche nach Romanowsky- 
Giemsa. 8—4 Wochen nach der Kastration wird allen Tieren, welche 
| konstant Ruhestadium zeigten, eine Testlésung bekannten Gehaltes injiziert, 
| nicht reagierende Tiere erhalten 14 Tage spiiter eine gleiche Dosis; auf beide 
. | Testversuche nicht geniigend ansprechende Tiere werden nicht mehr ver- 

wendet. Zuverliissig reagicrende Tiere werden 6 Wochen nach der Kastration 








) A. Butenandt, Naturw. 17, 879 (1929); Deutsch. med. Wochenschr. 
ve, 2171. 
1* 
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in die Versuchsreihen eingeordnet. Um den EinfluB der Kastrationsdauer 
auf die Reaktionsbereitschaft auszuschlieBen, wird in regelmaBigem Abstand 
von 14 Tagen méglichst eine wirksame Dosis verabreicht. Die Tiere, denen 
4 Wochen keine ausreichende Dosis zugefiihrt wurde, werden vor weiterer 
Verwendung einer ,,Uberdosierungskur“ unterworfen. — Die zu priifende 
Substanz wird in alkoholischer Lisung in 50° warmes Sesamél eingebracht, 
die geringen Spuren des im Ol gelést verbleibenden Alkohols schaden nicht. 
Injiziert werden einmalig 0,1—0,2 ccm; die Menge des injizierten Ols, also 
der Grad der Verdiinnung, ist ohne Einflu8. Scheidenabstriche werden yon 
siimtlichen Tieren einmal tiglich, in der Zeit von 836—90 Stunden nach einer 
Injektion 2mal taglich im Abstand von 12 Stunden vorgenommen. Gepriift 
wird auf Volibrunst, das Schollenstadium erscheint bei richtiger Dosierung 
etwa 40—60 Stunden nach der Injektion. Ein Schollenstadium mit wenigen 
Epithelzellen wird noch als positiv bezeichnet. Fiir eine Auswertung werden 
pro Dosis mindestens 5—6 Tiere verwandt, bei genauerer Auswertung 
etwa 12 (vgl. unten). 75—80°/, miissen positive Wirkung zeigen. 

Eine solche Technik vermittelte uns nicht die Kenntnis des 
Maximalwertes einer Wirksamkeit, doch erwies sie sich in ihrer 
einfachen Handhabung als absolut zuverlassiger Fiihrer, um er- 
zielte Anreicherungen zu erkennen; fiir die chemische Bearbeitung 
des Hormonproblems sind die ,,absoluten* Gehaltszahlen an wirk- 
samer Substanz von geringerem Interesse, als leicht zu ermittelnde, 
praktisch vergleichbare MaBzahlen. 

DaB die einfachste Methode zuverlissig ist, haben uns die 
Erfahrungen an fast 2000 Versuchen mit einem Tiermaterial von 
1000 Stiick gezeigt und ist durch die erfolgte Reindarstellung des 
Progynons erwiesen. 

Alle friither angebenen Wirksamkeiten, die im Verlauf unseres 
Anreicherungsverfahrens erzielt wurden, sind mit der oben an- 
gegebenen Technik ermittelt, so konnten mit’ Lésungsmittel- 
trennungen aufeinanderfolgende Reinheitsgrade von 30000, 150000, 
500000 ME., durch Behandlung mit Saure und Alkali ein Reinheits- 
grad von 1,5—2 Millionen ME, pro Gramm erzielt werden; Ole so 
hohen Reinheitsgrades sind fiir die Darstellung des krystallisierten 
Hormons mit Hilfe der Hochvakuumdestillation verwendbar. 

Der Vergleich irgendeines Priiparates mit diesen Reinheits- 
stufen ist jedem Bearbeiter des Problems durch Anwendung der 
oben angegebenen Auswertungstechnik ohne Miihe méglich. 


Die Wirksamkeit des krystallisierten Progynons bei verschiedener 
Injektionstechnik. 

Die erste Aufgabe, die wir uns bei der Bearbeitung des 

krystallisierten Progynons stellten, war die genaue Ermittlung 

seiner Wirksamkeit im biologischen Testversuch. Insbesondere wurde 
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diese Wirkung nach vielfach wiederholter Reinigung durch Um- 
krystallisation und Resublimation an einer Reihe von Krystallisaten 
verschiedener Herstellung ermittelt, um mit voller Sicherheit aus- 
sagen zu kénnen, daB die physiologische Wirksamkeit an die iso- 
lierte Substanz selbst, und nicht an eine in kleinster Menge vor- 
handene ,,Verunreinigung® gekniipft ist. 

Zur physiologischen Untersuchung wurden nur reinste Prii- 
parate verwendet, die hiufig aus Kssigester umkrystallisiert waren, 
bis sie in farblosen, einheitlichen Bliittchen vom konstanten 
Schmelzp. 248—-245° vorlagen. 

Von den durchgefiihrten Auswertungsversuchen sollen im 
folgenden eine Reihe in Tabellen zusammengefa8t und in ihren 
Ergebnissen und Folgerungen besprochen werden. 


a) Auswertung des Progynons in Versuchsreihen mit 
einmaliger Injektion. 

Ks erfolgte zunichst eine Festlegung der Wirksamkeitsgrenze 
des Progynons mit der oben genau angegebenen Methodik bei 
Verabreichung der Dosis in einmaliger Injektion. Zur genauen 
Ermittlung der Grenzdosis wurde das Priparat Pg. Il. in einer 
ausfiihrlichen Konzentrationsreihe entsprechend einer Wirksamkeit 
von 3—10 Millionen ME. pro Gramm an 70 Tiere verabfolgt. 
Das Ergebnis ist in der gekiirzten Zusammenfassung der Tabelle I 


wiedergegeben. 
Tabelle I. 

















Injizierte Anzahl sao D mg °/, Tiere ~~ — 

Dosis Tiere pro ras auf Voll- — 

ie poms brunst | in Tagen branst Millionen 
0,000200 6 4 21/,—3 100°/, | 3,83 2 tot 
0,000250 13 13 21/,—3 100 4 
0,000200 8 8 9—21)/, 100 5 -_ 
0,000187 6 6 ot}, 100 5,85 “ 
0,000167 8 8 1/2 100 6 ot 
0,000156 5 5 aft), 100 64 _ 
0,000125 15 11 —l1 85 8 2 tot 
0,000100 9 5 1/,—1 62 10 1 tot 




















Auswertungsreihe des krystallisierten Progynons (Priiparat Pg. II) in ein- 
maliger Injektion. 


Diese Auswertungsreihe zeigt, dab die Grenzdosis (nach 
oben gegebener Definition) bei 8—9 Millionen ME. pro Gramm 
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liegt; d. h. 0,000125 mg lésen in einmaliger Injektion in Ollésung 
an 80°), der Versuchstiere die Vollbrunstreaktion aus. 


Die Tabelle zeigt iiberdies die einwandfrei starke Uberdosierung, dic 
mit Mengen, entsprechend einer Wirksamkeit von 3—6 Millionen ME. erziclt 
wurde und sich in einer mebrtigigen ,,Dauerbrunst“ bei 100°/, der Ver- 
suchstiere iiuBert. Sie l4Bt auBerdem den Unterschied zwischen den Wirksgaq)- 
keiten von '/, Millionstel und '/,, Millionstel Gramm zahlenmaBig deutlich in 
Erscheinung treten, im ersteren Fall reagieren 85°/,, im zweiten nur noch 
62°/, der Versuchstiere mit Vollbrunst. 


Zur Kontrolle der absoluten Reproduzierbarkeit dieser 
Werte wurden Kristallisate von gleicher Reivheit, aber anderer 
Herstellung mit gleicher Technik ausgewertet. In Tabelle II ist 
die Auswertung des Praparates Pg. 429 enthalten. 


Tabelle II. 


ea | a oy, | Anzahl | Dauer | °/, Tiere 
Dat eo “ — Tiere des auf ME. pro g 
eee eee 3 Dosi mit Voll- | Ostrus Voll- 
Inmg | Proost8) prunst | inTagen | brunst | Millionen 











8.X.29] 0,000125 12 9 Wel 82°/, 8 1 tot 























15.X.29] 0,000125 10 9 '/,—1 90 8 
8.X.29) 0,000100 12 7 '/,—1 58 10 
15.X.29] 0,000100 10 6 —1l 60 10 


Kontrollauswertung des krystallisierten Progynons (Priparat Pg. 429) in 
einmaliger Injektion. 


Die Kontrollauswertung ergibt dasselbe Resultat und zeigt 
zudem die Konstanz der gefundenen Werte an verschiedenen 
Tagen und mit verschiedenem Tiermaterial. 

Tabelle III enthilt die Resultate eines Krystallisates, das 
vor der Injektion nochmals im Hochvakuum sublimiert wurde; 
die physiologische Wirksamkeit ist vollkommen konstant ge- 
blieben. 








Tabelle III. 
[| ay) | Anzahl | Dauer |%,Tiere{ | 
— (sey Tiere _des auf |ME.prog 
aapeored va Teale mit Voll- | Ostrus Voll- 
; 5 P brunst |in Tagen] brunst | Millionen 
0,000187 12 11 2—2"/, 100° , 5,35 1 tot 
0,000125 12 11 os 92 8 _ 




















Kontrollauswertung des krystallisierten Progynons (Priiparat Pg. 415) nach 
Resublimation im Hochvakuum, in einmaliger Injektion. 
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Simtliche durchgefiihrten Auswertungen von krystallisiertem 
Progynon haben gezeigt, daB alle untersuchten Priaparate 
auch nach oftmals wiederholter Reinigung durch Krystal- 
lisation und Sublimation ihre véllig konstante physio- 
logische Wirksamkeit nicht mehr andern. 


b) Auswertung des Progynons in Versuchsreihen mit 
protrahierter Injektionstechnik. 


Wabrend wir bei den Anreicherungsversuchen zur Darstellung 
des Progynons aus den erérterten Griinden auf jede kompliziertere 
Auswertungstechnik verzichtet haben, forderte die physiologische 
Untersuchung des krystallisierten Hormons auch seine ,,Auswer- 
tung* mit protrahierter Injektionstechnik, in Anlehnung an die 
von anderer Seite vorgeschlagenen Methoden. Die dabei zu er- 
wartenden Resultate hatten in mehrfacher Hinsicht Interesse: 

1. vermittelten sie uns annihernd die kleinste Dosis, mit 
der man bei geeigneter Technik!) an einer Maus die Brunst aus- 
zulésen vermag. Die Ermittlung dieser Grenzdosis war fiir die 
beurteilung der Reinheit und Einheitlichkeit des isolierten Pro- 
gynons von Bedeutung; 

2. zeigten sie uns den EinfluB, den der Reinheitsgrad eines 
Priiparates auf den Wirkungsunterschied bei verschiedener In- 
jektionstechnik hat, und zwar — da stets in Ollésung injiziert 
wurde — unabhingig vom Lésungsmittel; 

3. lieBen sie einen ungefaihren Vergleich des im Progynon 
vorliegenden Reinheitsgrades mit den von anderer Seite erzielten 
— mit protrahierter Technik ermittelten — Anreicherungen zu. 

Es seien zunachst die Ergebnisse der Versuchsreihen 
zusammengestellt: 

Verteilt man beim krystallisierten Progynon die zu injizierende 
Dosis auf 2—3 Injektionen innerhalb von 12—14 Stunden, 
so liegt die Grenzdosis bereits wesentlich niedriger: 0,000067 mg 
geniigen, um bei 75°/, der Versuchstiere Volléstrus zu erzielen. 
Nach dieser Technik, die sich an Versuche von Kahnt und 
Doisy?) anlehnt, kommt man fir das Progynon zu einem 
Wirkungswert von 15 Millionen ME. proGramm (Labelle IY). 


') Vgl. dazu die Untersuchung von Marrian und Parkes: iiber den 
EinfluB der Dosierung in Abhingigkeit von der Hiufigkeit und der zeit- 
lichen Breite der Injektionen (a. a. O.). 

*) Endocrinology 12, 760 (1928). 
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Tabelle IV.?) 











Anzahl Dauer | °/, Tiere 




















Injizierte | Gesamt | Anzahl . ) 
wer ” Tiere _ des auf ME. pro 
Dosis | dosie | Tiere | mitVoll- | Ostrus | Voll- . 
5 & |P brunst |in’l'agen]| brunst | Millionen 
2 x 0,000067 | 0,000133 12 12 —21), | 100°, 7,5 
2 x 0,000044 | 0,000089 12 11 janet), 92 11,25 
2 x 0,000033 | 0,000067 13 10 —1 77 15 
3 x 0,000017 | 0,000050 12 4 —-1 33 20 


Auswertung des krystallisierten Progynons (Priparat Pg. II) in 2—3 maliger 
Injektion innerhalb von 12—14 Stunden. 


Marrian und Parkes?) haben vorgeschlagen, innerhalb von 
36 Stunden in viermaliger Dosis zu injizieren, sie priifen auf Voll- 
brunst bei 50°/, der Versuchstiere; H. Wieland und W. Straub) 
bevorzugen eine Unterteilung in 5 Dosen iiber etwa 35 Stunden, 
E. Laqueur‘) sowie Dodds°) injizieren 6mal innerhalb von 
48 Stunden, Lipschiitz*) empfiehlt 6 malige Injektion innerhalb 
von 60 Stunden. 


In Anlehnung an diese verschiedenen Verteilungsarten haben 
wir einige Auswertungsreihen vorgenommen, deren Ergebnisse 
zusammenfassend besprochen werden sollen. 


Tab. V umfaBt die Auswertungen von 2 Injektionsmethoden, 
deren Ergebnisse gleichlautend sind; bei viermaliger Injektion 
innerhalb von 86 Stunden und bei sechsmaliger Injektion 
innerhalb von 40 Stunden wurde die Grenzdosis bei etwa 
0,0000333 mg ermittelt, das entspricht einem Wirkungswert 
von 30 Millionen ME. pro Gramm. 


Verteilt man die 6 Injektionen iiber 48 Stunden (in Anlehnung 
an Laqueur, Dodds), so vermag man bei Priifung auf Vollbrunst 
die wirksame Dosis bis auf 0,0000286 mg, bei Priifung auf Ver- 


1) In den Tabellen IV bis VI sind die Zahlen fiir die injizierten 
Dosen der Ubersichtlichkeit halber auf 6 Stellen abgerundet. — Es sei 
betont, da8 bei den Versuchsreihen mit protrahierter Technik wihrend der 
Reaktionszeit dreimal tiaglich Abstriche vorgenommen wurden. 

3) a. a. O. 

*) Diese Z. 186, 97 (1929). 

4) a. a. O. 
®) Biochemie. J. 22, 1526 (1928). 

6) a. a. O. 
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Uber die physiologische Wirksamkeit des krystallisierten usw. 





wens Oe, Anzahl Dauer — 
Injizierte Gesamt- | Anzahl Tiere ian °/o Tiere | ye prog 
Dosis dosis |Tierepro].. - . | auf Voll- 
in m Dosis | ™!¢ Voll- | Ostrus in brunst 
i 8 brunst | Tagen Millionen 
4 x 0,000017 | 0,00006 10 10 2 100 15 
4 x 0,000013 | 0,000050 8 8 1/,-2 | 100 20 
4 x 0,000008 | 0,000033 8 7 1 88 30 
6 x 0,000008 | 0,000050 8 7 11/,—2 88 20) 
6 x 0,000006 | 0,000033 8 7 1 88 30 




















Auswertung des krystallisierten Progynons (Praparat Pg. 1V) in 4—6maliger 
Injektion im Abstand von 12 bzw. 8 Stunden. 


schwinden der Leukozyten (Laqueur) bis auf 0,000025 mg herab- 
gusetzen (Tab. VI). 

Damit wird dem krystallisierten Progynon ein Wir- 
kungswert von 35 oder 40 Millionen ME. pro Gramm 
zuerteilt. 





Tabelle VI.') 














Injizierte | Gesamt-| Anzahl — D og ‘fo Tiere | ye pro o 
Dosis dosis Tiere eit Vell. | Getens auf Voll- |“ P75 
re in mg | pro Dosis brunst | in Tagen brunst Millionen 

6 x 0,000008 | 0,000050 12 12 21/,—3 100 20 
6 x 0000006] 0,000083 | 12 11 11/,—2 92 30 
6 x 0,000005 | 0,000029 8 6 a 15 35 
6 x 0,000004 | 0,000025 8 5 af 63 40 




















Auswertung des krystallisierten Progynons (Priparat Pg. II und Pg. IV) in 
6maliger Injektion innerhalb von 48 Stunden. 


Die Ergebnisse der physiologischen Auswertungen am krystalli- 
sierten Progynon berechtigen zu einem (ungefihren) Vergleich 
mit den Reinheitsgraden, die von anderer Seite erzielt wurden. 
H. Wieland, W. Straub und Dorfmiiller?’) haben vor kurzem 
iiber ein (nicht einheitliches) krystallisiertes Priparat berichtet, 
das (mit 5maliger Injektion tiber etwa 35 Stunden ausgewertet) 
2 Millionen ME. pro Gramm enthilt; nach der Wirksamkeit des 
Progynons (Tab. V) kann dieses Priparat nur zu '/,, aus Hormon 
bestanden haben. KE. Laqueur’) hat bereits vor fast einem Jahr 


') Vgl. Anmerkung 1 S. 8. 
*) Diese Z. 186, 97 (1929). 
*) J. Pharmacol, 36, 1 (1929). 
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fiir sein reinstes Priparat eine Wirksamkeit von 10 Millionen MK, 
pro Gramm angegeben; ganz kiirzlich') hat er Priparate dieses 
Reinheitsgrades krystallisiert erhalten. Die Angaben iiber die 
Sublimation im Hochvakuum und die Analysenwerte stimmen mit 
denen des Progynons iiberein, doch iibertrifft das Progynon (nach 
Tab. VI) die Laqueurschen Priiparate um das Vierfache in seiner 
Wirkung. Die Tatsache, daB Laqueur in 3 Fallen Priparate 
mit einer Wirksamkeit von 14 Millionen ME. pro Gramm hat dar- 
stellen kénnen, scheint dafiir zu sprechen, daB sein ,,krystallisiertes 
Menformon“ noch nicht einheitlich ist, zudem hat er bisher de: 
Lipoidcharakter seiner Priparate entschieden abgelehnt. Dic 
(bisher nicht erfolgte) nihere Charakterisierung des Krystallisates 
von Laqueur wird die vorliegenden Unstimmigkeiten kliren. — 
Doisy hat seiner KongreBmitteilung in Boston (August 1929) iiber 
ein krystallisiertes, noch nicht charakterisiertes Priiparat von einer 
Wirksamkeit von 8 Millionen ME. pro Gramm noch keine Publikation 
folgen lassen, so daB hier ein Vergleich noch nicht méglich ist. 


Wir glauben, daB durch die vorliegenden Auswertungsreihen, 
welche die sehr hohe physiologische Aktivitat des Pro- 
gynons zeigen, jeder Zweifel daran behoben ist, daB in diesem 
krystallisierten Priparat mit der weitaus héchsten bisher beob- 
achteten Wirksamkeit tatsiichlich das reine weibliche Sexual- 
hormon vorliegt. 

Uber die Chemie des Progynons soll in Kirze berichtet 
werden. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und der 
Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin, sei fiir ihre gewihrte Unter- 
stiitzung bei der Durchfihrung der biologischen Versuche ver- 
bindlichst gedankt. 


') Laqueur, Dingemanse, Kober, Nature, 18. Januar (1930). 
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Uber die Gallensiure der Kaninchengalle. 
Von 


Shunzoo Okamura und Teiji Okamura. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit zu Okayama.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Dezember 1929.) 


Schon seit langer Zeit wurde die Galle verschiedener Tiere 
von vielen Autoren untersucht und man hat gefunden, da in 
der Galle der Pflanzenfresser, wie des Rindes?), des Schafes’) 
und der Ziege’) hauptsichlich Cholsiure und Desoxycholsiure 
cenau wie in der Galle des Menschen‘) vorkommen. In der Galle 
des Fisches, wie Dorsch*), Scomberomorus Niphonius®), Tetrodon 
Porphyleus Sieb*), Serola Quinqueradiata®), Plecoglossus altivelis®), 
Cyprinus Carpis, Carassius Auratus, Auguilla japonica und Anago 
Anago?®) besteht die Gallensiiure hauptsichlich aus Cholsiure, 
wihrend die Galle des Schweines hauptsichlich Hyodesoxychol- 
siiure!!), die der Ginse und Hiihner Chenodesoxycholséure !’), die 


1) Strecker, Liebigs Ann. 67, 1 (1848); Latschinoff, Ber. chem. 
Ges. 18, 3044 (1885); Milius, Ber. chem. Ges. 19, 369 (1886); 20, 683 u., 
1968 (1887); Lassar-Cohn, Ber. chem. Ges. 41, 378 (1908); Langheld, 
Ber. chem. Ges. 41, 378 (1908); Pregl u. Buchtala, Diese Z. 74, 198 
(1911); Wieland u. Sorge, Diese Z, 97, 1 (1916); Wieland u. Jacobi, 
Diese Z. 148, 1 (1925). 

*) Schenk, Diese Z. 148, 218 (1925). 

*) Schenk, Diese Z. 145, 93 (1925). 

‘) Schotten, Diese Z. 10, 175 (1886); 11, 268 (1887); Lassar- 
Cohn, Diese Z 19, 563 (1894); Wieland u. Reverey, Diese Z. 140, 186 
(1924); Wieland u. Jacobi, Diese Z. 148, 1 (1925). 

*) Tsuji, noch nicht veréffentlicht. 

*) Shoda, Okayama-Igakkai-Zasshi, Nr. 447, S. 443 (1927). 

‘) Teraoka, J. of Biochem. 8, 341 (1928). 

‘) Ikoma, J. of Biochem. 7, 205 (1927). 

"*) Kobayashi, Okayama-Igakkai-Zasshi, Nr. 449, S$. 923 (1927). 

) Hatakeyama u. Okamura, J. of Biochem. 9, 333 (1928). 

') Windaus u. Bohne, Liebigs Ann. 433, 278 (1923); Windaus, 
Liebigs Ann. 447, 241 (1926). 

") Windaus, Bohne u. Schwarzkopf, Diese Z. 140, 167 (1924); 
Yonemura, J. of Biochem. 6, 278 (1926); 7, 101 (1927). 
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der Baren Ursodesoxycholsiure’), die der Kréten Bufodesoxychio}- 
siure?) und die der Haifische ein Alkohol Scymnol) enthalt. Dic 
Gallensiiure ist also je nach der Tierspezies ganz verschieder, 
Wenn die Gallensiiure aus Sterinen herstammt, wie Yonemura. 
Murakami‘) und Enderlen®) behaupten, und im Organismus 
als ein Hormon regulatorisch funktioniert, wie Misaki®), Mura- 
kami’), Okamura’) und Hatakeyama’) beobachtet haben, 0 
muB ein bestimmter Zusammenhang zwischen Nahrung und Gallen- 
siuren bestehen. 

Im Pflanzenreich kommen viele verschiedene Phytosterine, 
wie Sitosterin!°), Stigmasterin''), Ergosterin!*) Neosterin, Faeco- 
sterin, Ascosterin!’) Zymosterin’*) und Vitamin A und D!) yor, 
wihrend in der Galle des Tieres je nach der Tierart verschiedene 
Gallensiuren enthalten sind. 


Durch die eingehende Untersuchung von Wieland?) und 
Windaus!") wurde die konstitutionelle Beziehung zwischen Chole- 
sterin und Gallensiure klargelegt. Infolgedessen haben sich 
viele Autoren in der Hoffnung, Aufschliisse itiber den Zusammen- 
hang zwischen Cholesterin und Gallensiure zu gewinnen, seit 


1) Hammarsten, Diese Z. 36, 525 (1902); Shoda, J. of Biochem. 7, 
505 (1927). 

2) Okamura, J. of Biochem. 8, 351 (1928); 10, 5 (1928); 11, 108 (1929). 

*) Hammersten. Diese Z. 24, 322 (1897); Oikawa, J. of Biochem. 5, 
63 (1925). 

*) Yonemura, J. of Biochem. 7, 101 (1927); 9, 321 (1928). 

5) Arch. f. exper. Path. 130, 202, (1927); 135, 137 (1928). 

°) J. of Biochem. 8, 235 (1927). 

‘) J. of Biochem. 9, 261 (1928). 

*‘) J. of Biochem. 9, 271 u. 445 (1928). 

") J. of Biochem. 8, 371 u. 381 (1928). 

1) Heiduschka u. Wallenreuter, Arch. f. exper. Path. 252, 704 
(1914); Windaus u. Rahlen, Diese Z. 101, 230—234 (1918), 

1) Heiduschka u. Gloth, Arch. f. exper. Path. 253, 422 (1915). 

2) Goris u. Maseré, C. R. Acad. Sci. 153, 1082 (1911); Windaus, 
Diese Z. 124, 8 (1928). 

'3) Wieland u. Asano, Liebigs Ann. 475, 300 (1929). 

™) Wieland u. Asano, a. a. 0.; Maclean, Biochemie. J. 22, 
(1928). 

5) Windaus, Diese Z. 124, 8 (1928); Takahashi, Kawakami, 
Nakamiya u. Kitasato, Chem. Ztg. 48, 194 (1924); Shimizu uv. 
Hatakeyama, Diese Z. 182, 57 (1929). 

15) Diese Z. 80, 287 (1912). 

‘) Ber. chem. Ges. 52, 1915 (1919). 
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Jahren mit der Untersuchung des Cholesterins im Organismus 
beschiiftigt. Bis heute ist es jedoch nicht gelungen, den gene- 
tischen Zusammenhang zwischen Cholesterin und Gallensiiure im 
Organismus herauszubringen. 


Im Jahre 1927 haben Yonemura, Sugano und Mura- 
kami!) beobachtet, daB die Zufuhr von Biosterin die Gallensiure- 
hildung des Hundes foérdert. Neulich haben auch Enderlen*) 
und Tannhauser gefunden, daB die Zufuhr von Koprosterin 
und Allocholesterin eine Férderung der Gallensiiurebildung beim 
Hunde herbeifiihrt, nicht aber die des Cholesterins, Sitosterins 
und Stigmasterins. Nach diesen Daten muB ein inniger Zu- 
sammenhang zwischen den Sterinen und der Gallensiiure bestehen. 
In diesem Sinne ist es nicht ohne Bedeutung, die Gallensiiure 
der verschiedenen Tierspezies zu erforschen. 


Uber die Gallensiure der Kaninchengalle, die physiologischen 
Untersuchungen nach allerlei Richtungen hin unterworfen wird, 
ist noch nicht alles bekannt. Im Lehrbuch von Hammarsten’) 
ist nur angegeben, daB die Galle des Kaninchens Cholsiure ent- 
hilt. Durch die Untersuchung der Kaninchengalle im Winter 
haben wir gefunden, daB in der Galle des Kaninchens hauptsichlich 
Desoxycholsiiure vorkommt und sich daneben ganz wenig Chol- 
siiure findet. Es ist merkwiirdig, daB in den bis jetzt unter- 
suchten Gallen verschiedener Tiere zum erstenmal Desoxychol- 
siure als Hauptbestandteil gefunden wurde, obgleich im Sommer 
die eine und im Winter die andere Gallensiure vorherrschen 
miiBte, wie Langheld und Pregl‘) bei ihren Versuchen be- 
obachtet haben. 


Beschreibung der Versuche. 


1. Die Galle des Kaninchens. 


550 Gallenblasen des Kaninchens haben wir im Winter ge- 
sammelt und in Alkohol aufbewahrt. Die Gallenblase ist von 


') Yonemura, J. of Biochem. 7, 101 (1928); Murakami, J. of Biochem. 
4, 321 (1928); Sugano, J. of Biochem. 7, 457 (1927). 

*) A. a. O. 

*) A. 4. O. 11. Aufl. s. S. 351. 


‘) Langheld, Ber. chem. Ges. 41, 378 (1908); Pregl, Mh. Chem. 24, 
19 (1903), 
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ErdnuB- bis BohnengréBe, liings oval und enthalt 0,5—2,0ccm Galle. 
durchschnittlich 1,3 ccm. Die frische Galle ist eine nicht ziihe, 
sondern wiaBerige, tiefblaue, schwach alkalische Fliissigkeit. 


2. Darstellung der Desoxycholsiaure. 


Etwa 500 ccm Galle (aus 550 Kaninchen gewonnen) wurden 
mit 500 ccm eines 98°/,igen Alkohols zusammengebracht, um 
die Mucine der Galle zu beseitigen, und nach einem Tage wurde 
das Ganze filtriert. Das durch Destillation vom Alkohol befreite 
Filtrat wurde mit 150g Kaliumhydroxyd und zwei Litern Wasser 
auf dem Sandbade unter Ersatz des verdampfenden Wassers 
40 Stunden gekocht. Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser 
verdiinnt und filtriert. Das Filtrat wurde mit verdiinnter Salz- 
siiure angeséuert. Hierbei schied sich eine gelbbraune flockige 
Masse ab. Nach dem Absetzen wurde der Niederschlag abfiltriert 
und mit kaltem Wasser gut gewaschen. Die rohe Ausbeute be- 
trug etwa 31g. Der mit Wasser gut gewaschene Niederschlag 
wurde in Ammoniak gelést und unter allmahlicher Ansiiuerung 
mit verdiinnter Salzsiure mittels Petrolither in dem Scheide- 
trichter kriftig geschiittelt, um die noch vorhandenen Fettsiiuren 
aus dem Niederschlag zu entfernen. Der dabei entstehende Nieder- 
schlag wurde abgesaugt, wieder in verdiinntem Ammoniak gelist 
und mit einer 10°/, igen Bariumchloridlésung zusammengebracht. 
Hierbei schied sich eine braune Fallung ab; diese wurde ab- 
filtriert und mit Wasser gut gewaschen. Die Fiallung wird als 
A und das Filtrat als B bezeichnet. 


A) Dieser Bariumniederschlag wurde mit Sodalésung auf 


dem Wasserbade erwirmt und filtriert. Das Filtrat wurde mit 
verdiinnter Salzsiure angesiiuert und von dem Niederschlag ab- 
filtriert. Der Niederschlag wurde in Alkohol gelést, unter Zu- 
satz von ein wenig Wasser mit Tierkohle entfarbt und heii 
filtriert. Das warme Filtrat wurde mit so viel heiBem Wasser 
versetzt, daB eine bleibende schwache Triibung entstand. Nach 
dem Erkalten wurde die Liésung in den Hisschrank gebracht. 
Hier schieden sich schéne, weiBe, lange Prismen ab. Auf diese 
Weise wurden die Krystalle aus verdiinntem Alkohol mehrmals 
umkrystallisiert. Die Ausbeute betrug etwa 18 g. Nach dem 
Trocknen in Vakuum bei 110°C schmilzt der Krystall schari 
bei 170—172°C. Er gab keine Myliussche Reaktion. Er ist 
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rechtsdrehend; die spezifische Drehung als 1°/,ige Lésung in 
absolutem Alkohol: 


g Ro 0,57 x 100 
[oy =+ aoe =+ 57 


Titration: 


0,1 g Substanz gebrauchten 2,54 ccm n/10 NaOH. 
Aquivalent fiir C,,H,,0, Ber. 392 
Gef. 393,7 


Analyse: 

0,1020 g Substanz ergaben 0,2744 g CO, und 0,0938 g H,O 
0,1010 g " m 0,2700 g CO, und 0,0930 g H,O 
C,,H,,0, Ber. C 73,47°/, H 10,20°/, 

Gef. ,, 73,37 H 10,22 
72,91 H 10,23 
Xylolcholeinsaure. 


Die wahrend des Kochens in Xylol ausgeschiedene Sub- 
stanz krystallisiert in schénen, langen Nadeln, Der aus ver- 
diinntem Alkohol mehrmals umkrystallisierte Nadelkrystall schmilzt 
hei 184° C. 

Titration: 
0,1 g Substanz brauchten 2,28 cem n/10 NaOH. 
Aquivalent fiir (C,,H,,0,), C,sHj, Ber. 445,0 


Gef. 438,6 
Die spezifische Drehung als 1°/,ige Liésung in absolutem Alkohol: 
Fo 0,49 x 100 
[a]? = + a ee 


Nach diesen Daten stimmt der Krystall mit der Desoxychol- 
siure gut iiberein. | 

B) Das von der Bariumchloridfillung abfiltrierte Filtrat und 
das Waschwasser wurden mit verdiinnter Salzsiure angesiuert, 
die ausgeschiedene Masse wurde abfiltriert und mit Wasser gut 
gewaschen. Nach dem Trocknen wurde der Niederschlag in Al- 
kohol gelést und weiter genau nach derselben obenerwihnten 
Methode behandelt. Dadurch erhielt ich cine schéne, in Prismen 
krystallisierende Masse. Die aus verdiinntem Alkohol mehrmals 
umkrystallisierte Substanz schmilzt genau wie die Krystalle aus 
der Bariumchloridfallung bei 170—172° C. Sie gab auch keine 
Myliussche Reaktion. Dadurch ist erwiesen, daB die Gallensiiure 
in der Kaninchengalle hauptsachlich aus Desoxycholsidure besteht. 
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3. Darstellung der Cholsiure aus Fistelgalle. 


Vor kurzem haben wir uns mit der Untersuchung der gallen. 
blasenfisteltragenden Kaninchen beschiftigt; dabei wurden etwa 
3 Liter Fistelgalle des Kaninchens gesammelt. Wir hatten stark 
erwartet, die Desoxylcholsiure aus dieser Fistelgalle wie aus der 
Blasengalle rein isolieren zu kénnen. Leider konnten wir nicht 
die Desoxycholsiure isolieren, sondern fanden wider Erwarten 
eine Cholsiiure, die in schénem, krystallisierten Zustand gewonnen 
wurde. Die Ausbeute betrug nur eine sehr kleine Menge, etwa 
0,5 g. Die aus Alkohol in Prismen krystallisierte Cholsdure schmilzt 
bei 196—197° C. Sie schmeckt bitter und gibt prachtvolle 
Pettenkofersche, Myliussche Reaktion. 





























Uber das proteolytische System in tierischen Organen. 


18. Mitteilung zur Spezifitat tierischer Proteasen.) 
Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz, Anton Schiiffner, Josephine Jakoba Bek 
und Edmund Blum. 


Mit 2 Figuren im Text. 


Aus dem Institut fir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Dezember 1929.) 


lur die alteren Untersuchungen itiber proteolytische oder 
wutolytische Prozesse in tierischen Organen wie auch im Pflanzen- 
reich ist das Bestreben kennzeichnend, nach Beziehungen der beob- 
achteten proteolytischen Wirkungen zu denen der verdauenden 
Sckrete zu suchen; wie im Verdauungstrakte unterschied man 
vielfach auch in den Organen peptische, tryptische und ereptische 
inzyme, je nach dem wahrgenommenen Reaktionsoptimum. Die 
(nterscheidung von Enzymen allein auf dieser Grundlage hat man 
verlassen, um den Merkmalen der Spezifitiit und Wirkungsweise 
den Vorrang zu geben. Wenn heute Gemeinsames und Unter- 
scheidendes in der Zusammensetzung der verschiedenen proteo- 
l\tischen Systeme deutlicher zutage tritt, in der Pflanze, im 
tierischen Organ und im tierischen Verdauungstrakt, so dankt 
man dies der vertieften Erkenntnis von der spezifischen Wirkungs- 
weise der einzelnen enzymatischen Komponenten, die durch ihre 
priparative Isolierung vorbereitet war. 

Kine Auflésung des proteolytischen Systems in einem tie- 
rischen Organ, der Milz, nach seinen Kinzelkomponenten hat zu- 
erst 8. G. Hedin?) mit Hilfe von Adsorptionsmitteln angestrebt. 
ie aus seinen Versuchen gefolgerte Unterscheidung zweier ver- 
schiedener Eiwei8 angreifender Enzyme, von «- und von f-Pro- 


1) Hedin u. Rowland, Diese Z. 32, 341, 531 (1901); Hedin, J. of 
Physiol. 30, 155 (1904); Biochemical J. 2, 112 (1906/07); J. of biol. Chem. 
“4, 177 (1922), 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVIII. 2 
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tease in dem Organ, ist indessen durch Beobachtungen yoy, 
K. G. Dernby?) in seinen Untersuchungen tiber Autolyse zuerst 
erschiittert und von E. Waldsechmidt-Leitz und W. Deutseh?) 
berichtigt worden. Man konnte danach in der Milz nur awer 
proteolytische Enzyme, darunter ein Eiwei8 spaltendes, unter- 
scheiden, ,,eine Protease vom Reaktionsoptimum p,, = 4, spezi- 
fisch fiir die Hydrolyse von Proteinen und ohne Wirkung auf ein- 
fache Peptide, ... und daneben in tiberwiegender Menge ein 
peptidspaltendes Enzym*.*) 

Unsere Auffassung von der Anzahl und den Aufgaben der 
Proteasen in der Milz und in anderen tierischen Organen ist in- 
zwischen weiter entwickelt worden; sie lehnt sich an an die Erfah- 
rungen iiber das enzymatische System des tierischen Verdauungs- 
trakts, die in den letzten Jahren erweitert worden sind.4) Wie am 
Beispiel der Pankreasenzyme haben auch hier die Verfahren der 
auswihlenden Adsorption zur Erkennung und zur _Isolierung 
weiterer selbstaéndiger enzymatischer Komponenten gefitihrt. Aus 
den Versuchen dieser Abhandlung geht hervor, daB Milz und 
l.e ber und wohl auch andere tierische Organe®) vier verschiedene 
proteolytisehe Enzyme nebencinander ausbilden, eine Pro- 
teinase vom Typus pflanzlicher Proteinasen, beispiels- 
weise des Papains, zwei Polypeptidasen, deren eine, eine 
Carboxy-Polypeptidase, mit den freien Carboxylgruppen in 
den Polypeptiden, deren andere, eine Amino-Polypeptidase, 
mit den freien Aminogruppen in Reaktion tritt, und endlich cine 
Dipeptidase. 

Der erreichte Stand erlaubt den Vergleich mit den schon 
bekannten proteolytischen Systemen im Darmtraktus®), in pflanz- 
lichen Zellen, z. B. in der Hefe?) und in den farblosen Blutkorper- 
chen’), wie ihn Tab. 1 belegt. 


1) J. of biol. Chem. 35, 179 und zwar S. 195ff. (1918). 

2) Diese Z. 167, 285 (1927). 

3) A. a. O. und zwar S. 287. 

4) Vgl. dazu Waldschmidt-Leitz u. Purr, Ber. chem. Ges. 62, 
2217 (1929). 

5) Vel. Willstatter u. Bamann, Diese Z. 180, 127 (1928/29). 

6) Vel. dazu Waldschmidt-Leitz u. Purr, a. a. O. 

7) Vol. dazu Willstatter u. Grassmann, Diese Z. 153, 250 (1926): 
Grassmann, ebenda 167, 202 (1927); Grassmann u. Dyckerhoff, ebenda 
179, 41 (1928). 

8) Vel. Willstatter, Bamann u. Rohdewald, Diese Z. 183, 26/ 


(1929). 
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| Tabelle 1. 
Zusammensetzung proteolytischer Systeme verschiedener Herkunft. 
oo mane eee 
— Tierischer Farbl 
Verdauungstrakt Tierische Organe Hefezelle en 
4 (Pankreas-+ Darm) Blutkérperchen 
we _ ' 
Proteinase Proteinase Proteinase Proteinase (Trypsin-Typ) 
, (Trypsin-Typ) (Papain-Typ) (Papain-Typ) ‘“ (Papain-Typ) 
Tryptische Carb- | Katheptische Carb- Carboxy-Polypeptidase 
» | oxy-Polypeptidase | oxy-Polypeptidase 
_ Amino-Polypeptid. | Amino-Polypeptid. | Amino-Polypeptid. | Amino-Polypeptidase 
; Dipeptidase Dipeptidase Dipeptidase Dipeptidase 


} 
Die Tabelle liBt erkennen, daB das proteolytische System 
| im tierischen Organ nach seiner Zusammensetzung und nach den 
Kigenschaften seiner Komponenten zu dem der Hefe eine engere 
Verwandtschaft zeigt, als zu dem des tierischen Verdauungstrakts, 
wihrend in den Leukocyten sich die beiden ‘I'ypen proteoly- 
tischer Systeme nebeneinander finden. Eines der in den Organcn 
} nachgewiesenen Enzyme, die Carboxy-Polypeptidase, hat man 
zwar in der pflanzlichen Zelle der Wirkung nach noch nicht beob- 
achtet?), vielleicht aber seine Gegenwart bisher nur tibersehen; 
denn es findet sich auch in den tierischen Organen nur in ver- 
hiltnismaBig geringer Menge. Die Ahnlichkeit der proteolytischen 
, Systeme in Hefe und Milz besteht auch nicht so sehr in der Uberein- 
stimmung der peptidspaltenden Enzyme; sie betrifft vielmehr vor 
allem die Proteinase, das Eiwei8 angreifende Enzym, und die 
1} Voraussetzungen fiir ihre Wirkung. 
Es hat sich nimlich gezeigt, dab diese Proteinase, die wir 
@ nach R. Willstaétter und E. Bamann?) als Kathepsin, Lieno- 
Kathepsin in der Milz, Hepato-Kathepsin in der Leber bezeichnen, 
}  vleichwie die pflanzlichen Proteinasen, Papain*) oder Proteinase 
_ aus Hefe*), durch Blausiure und durch Schwefelwasser- 
Y estoff in spezifischer Weise aktiviert wird. Gleichwie im 





oa 
Om IT oe 


') Vel. dazu Grassmannu. Dyckerhoff, Ber. chem. Ges. 61, 656 und 

} zwar S. 658 u. 660; Diese Z. 179, 41 und zwar S. 51 (1928). 

*) Diese Z. 180, 127 und zwar S. 130 (1928/29). 

, *) Zufolye Mendel u. Blood, J. of biol. Chem. 8, 177 (1910); Frankel, 

a ebenda 31, 201 (1917); Willstatter u. Grassmann, Diese Z. 138, 184 

(1924). 

*) Grassmann u. Dyckerhoff, Diese Z. 179, 41 und zwar 8. 50 

(1928). 








) * 


a 


20 ~=—E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner, J. J. Bek und E. Blum, 


pflanzichen Material?) findet sich auch in den tierischen Organe), 
statt Blausiure oder Schwefelwasserstoff ein natiirlicher Aktivatoy 
noch unbekannter Zusammensetzung, welcher deren Wirkune 
qualitativ, wenn auch nicht immer quantitativ zu ersetzen vermac. 
Seine Menge nimmt bei der Autolyse der Organe zu; es hat der 
Anschein, daf§ die intakte Zelle fertigen Aktivator nur in geringei 
Mengen enthalt. 

Die Existenz dieses natiirlichen Aktivators der Proteolyse, den 
wir als ,Zookinase”™ der ,,Phytokinase‘?) im Pflanzenmateria| 
gegeniiberstellen, laBt sich belegen vor allem durch die Tatsache. 
daB es gelingt, Enzym und Aktivator voneinander zu trennen. 
Die Abtrennung des Aktivators fiihren wir aus in den Ausziige 
der Organe durch Adsorption an Kaolin aus saurer Lésung; si 
betrifft nur den Aktivator, nicht das Inzym: in der Elution de: 
Kaolinadsorbates findet sich der kathepsinfreie Aktivator, in dey 
Restlésung von der Adsorption aktivatorfreies Kathepsin. Hin 
zweites Verfahren zur Isolierung der Zookinase vom Kathepsin, 
das wir anwenden, beruht auf ihrer verschiedenen Loslichkeit in 
wasserhaltigen organischen Solvenzien; der Aktivator wird niin- 
lich von wasserhaltigem Alkohol oder Aceton, z. B. von 70°/,igem, 
leicht aufgenommen. Durch Extraktion mit diesen Solvenzien 
kann man so aus dem frischen oder dem gealterten Organ dic 
Zookinase auswaschen, ahnlich wie sich Trockenhefe durch Wasser 
von Co-Zymase entleeren lé8t: man findet in dem extrahierte: 
Organ das Kathepsin in nichtaktivierter Form, wiahrend dcr 
Aktivator in den Ausziigen enthalten ist. Es wird unsere Aui- 
sabe sein, die weitere Reinigung der Zookinase durchzufiihren wn! 
ihre Zusammensetzung zu ermitteln, die keine hochmolekulare 71 
sein scheint. 

Fiir das Kathepsin hat die Zookinase, wie auch Blausiiure 
oder Schwefelwasserstoff, die Bedeutung eines Hilfsstoffs; das 
aktivatorfreie Enzym findet man namlich vollkommen unwirksam 
gegeniiber Kiweib, und dies entspricht den Beobachtungen von 
W. Grassmann und H. Dyckerhoff%) an Hefeproteinase. Dies 
scheint aber einen Unterschied gegeniiber einer anderen pflanz- 
lichen Proteinase, dem Papain, zu bedeuten, welehes ohne Akt:- 


1) Grassmann u. Dyckerhoff, a. a. O.; Ambros u. Harteneck, 
Diese Z. 181, 24 (1928/29). 

2) Ambros u. Harteneck, a.a.O. und zwar S. 26. 

3) Diese Z. 179, 41 und zwar S. 53 (1928). 
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vator nach R. Willstétter, W. Grassmann und O. Ambros?) 
ywar kein Eieralbumin, aber Gelatine anzugreifen vermag. Nach 
den Erfahrungen tiber die Bildung der Phytokinase in der Pflanze?) 
und twber den wechselnden Aktivierungszustand des Papains ist 
indessen damit zu rechnen, daB die gepriiften Papainpriparate 
schon in teilweise aktivierter Form vorgelegen haben*) und dab 
den mitgeteilten Beobachtungen an verschiedenen Substraten nur 
Unterschiede in der Hydrolysengeschwindigkeit zugrunde lagen. 
\uch ist bemerkenswert, da unsere Priiparate der Zookinase 
auch pflanzliches Enzym, Papain, fiir die Hydrolyse von Gelatine 
und von Histon sehr ausgesprochen aktivieren. Der Vortfiihrung 
unserer Untersuchung soll es vorbehalten bleiben, diese Erfah- 
rungen an gereinigter Zookinase nachzupriifen und den Vergleich 
von tierischer und pflanzlicher Proteinase auch auf die Spezifitit 
der Aktivatoren auszudehnen. 

Die Aktivierbarkeit durch Zookinase, Blausiiture oder Schwefel- 
wasserstoff in den Organen ist nicht auf die Proteinase besehriinkt ; 
auch fiir viele Wirkungen der begleitenden Carboxy-Polypeptidase 
ist die Gegenwart eines dieser Aktivatoren, wie wir zeigen, eine un- 
entbehrliche Voraussetzung. So sind im tierisechen Organismus 
hisher zwei Arten proteolytischer Aktivierung zu_ er- 
kennen: die der tryptischen Enzyme, im Verdauungstrakt, der 
Proteinase und der Carboxy-Polypeptidase z. B. aus Pankreas, 
durch Enterokinase*) und die der katheptischen Knzyme in 
den Organen, des Kathepsins und der Carboxy-—Polypeptidase 
vy. B. aus Milz, durch Zookinase, Blauséiure oder Schwefelwasser- 
-toff. Sie sind seharf zu unterscheiden; denn ihre Aktivatoren 
sind nicht vertauschbar. Nach den von R. Willstitter, EK. Ba- 
niann und M. Rohdewald®) entwickelten Vorstellungen sollte 
also die eine Art proteolytischer Aktivierung, die tryptische, fiir 
das myeloische, die andere, die katheptische, fiir das lymphatische 
uid monocytire Gewebssystem kennzeichnend sein. 

Dem Unterschied in der Natur der spezifischen Aktivatoren 
‘ir die katheptischen und die tryptischen Enzyme wird ein Unter- 


1) Diese Z. 151, 286 (1925/26). 

*) Zufolyge Ambros u. Harteneck, a. a, O. 

3) Vel. dazu die gleichsinnigen Bemerkungen von Grassmann u. 
l)yckerhoff, Diese Z. 179, 41 und zwar 5S. 54 (1928). 

4) Waldschmidt-Leitz u. Purr, Ber. chem. Ges. 62, 2217 und zwar 
s. 2219 (1929). 
°) Diese Z. 185, 267 und zwar S. 268; 156, 85 und zwar 8. 89 (1929). 
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schied in ihrer spezifischen Wirkungsweise zugrunde liegen. Dic 
Wirkung der tryptischen Enzyme scheint nach den vorliegenden 
Erfahrungen!) mittels ihrer Anlagerung an die Substrat-Anionen 
zu erfolgen; fiir die Funktion ihres spezifischen Aktivators Entero- 
kinase ist kennzeichnend, daB er die elektrochemische Natur der 
{nzymsubstratverbindung verindert.?) Fir die katheptischen 
Enzyme bleibt die Rolle der Aktivatoren noch zu kléren. Aber 
die beobachtete Aktivierbarkeit der Spaltung synthetischer Sub- 
strate, beispielsweise durch Blausiure oder Schwefelwasserstoff, 
macht auch hier den Versuch aussichtsreich, die Aufgabe dieser 
Aktivatoren und die Grundlagen fiir ihre Wirkung zu ermitteln. 


Experimenteller Teil. 
I. Bestimmungsmethoden. 


1. Zur Darstellung der Enzymlésungen. 

Viir die Darstellung der Enzymldésungen aus den Organen 
folgten wir in der Regel dem von E. Waldschmidt-Leitz und 
W. Deutsch*) empfohlenen Verfahren der Extraktion der frischen 
Organe mit séurehaltigem Glycerin. Nur zur Gewinnung der 
aktivatorfreien katheptischen Enzyme haben wir eine andere 
Methode vorgezogen, die Extraktion mit Glycerin aus dem zuvor 
mit Aceton und Ather getrockneten und so von Zookinase be- 
freiten Organmaterial. Die Ausbeuten an den katheptischen 
Enzymen fanden wir in solchen Ausziigen kaum geringer als in 
den aus den frischen Organen bereiteten. 


2. Zur Bestimmung des Kathepsins. 


Finen Fortschritt in der quantitativen Bestimmung des Kath- 
epsins gegeniiber dem friiher befolgten, vorliufigen Verfahren’) 
bietet die Erkenntnis, daB das Enzym fiir seine Wirkung auf Gela- 
tine durch Schwefelwasserstoff eine maximale Aktivierung er- 
fihrt. Eine ausgleichende Aktivierung des Enzyms, die Aus- 


1) Vgl. Northrop, Naturwiss. 11, 713 (1923) (Tryptische Proteinase) ; 
Waldschmidt-Leitz, Klein u. Schaffner, Ber. chem. Ges. 61, 2092 und 
zwar S. 2094 (1928) (Tryptische Carboxy-Polypeptidase). 

2) Nach demnachst zu veréffentlichenden Versuchen von Waldschmidt - 
Leitz u. Purr. 

8) Diese Z. 167, 285 und zwar §. 297 (1927). 

4) A.a. O. und zwar S. 292. 
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<chaltung des wechselnden Aktivierungsgrades, in welchem es in 
den verschiedenen Praparaten vorliegt, wird so angebahnt. Sie ist 
indessen noch keine vollkommene; Hemmungskorper, welche bei 
der Autolyse der Organe entstehen, kénnen noch die Leistung 
des Enzyms, des mit Zookinase und des mit Schwefelwasserstoff 
aktivierten, herabsetzen. Doch ist die Aktivierung des Kathepsins 
mit Schwefelwasserstoff von Vorteil, um unabhingig von der ge- 
rade vorhandenen Menge natiirlichen Aktivators die maximal még- 
liche enzymatische Aktivitaét zu erzielen. Aus zahlreichen ver- 
cleichenden Bestimmungen an Enzymldsungen wechselnden Akti- 
vierungsgrades, aus Milz oder aus Leber, von welchen wir nach- 
stehend eine Auswahl anfiihren (Tab. 2), geht namlich hervor, 
daB die mit Schwefelwasserstoff erreichbare Reaktionsgeschwindig- 
keit gegeniitber Gelatine von den anderen Aktivatoren, Zookinase 
oder Blausiure, nicht tibertroffen wird. 

Das Wirkungsoptimum von Kathepsin-H,$ gegeniiber Gela- 
tine, p,, = 4,0, ist das naémliche wie das fiir Kathepsin-Zookinase 
friiher beschriebene!) (Tab. 3); auch gilt die dort angegebene Be- 
ziehung direkter Proportionalitaét zwischen Enzymmenge und Umsatz 
in gegebener Zeit ebenso fiir das schwefelwasserstoffaktivierte Enzym. 

Das von EK. Waldschmidt-Leitz und W. Deutsch?) fiir 
die Menge der Lieno—Protease gewiahlte vorliufige Maf der 
Lieno-Protease-Einheit ist also nun abzuaindern. GemiBh der 
von R. Willstétter und EK. Bamann’) fiir die bei schwach 
saurer Reaktion wirkende Proteinase eingefiihrten Bezeichnung 
..Kathepsin“ schlagen wir als vorlaiufiges MaB fiir die Menge 
des Enzyms die ,,Kathepsin-Einheit | Kath.-(e.)|* vor, deren 
Definition wir unabhéngig von der Herkunft des Enzyms wihlen 
médchten; denn es ist wohl wahrscheinlich, da’ die in den ver- 
schiedenen Organen und Geweben beobachteten proteolytischen 
Wirkungen, denen ein Wirkungsoptimum in schwach saurem 
Milieu und die Aktivierbarkeit durch Blausiiure und Schwefel- 
wasserstoff gemeinsam ist, auch auf das némliche Enzym zuriick- 
zufiihren sind. Als 1 Kath.-(e.) bezeichnen wir daher diejenige 
Enzymmenge, welche unter den fiir die Bestimmung der Lieno- 
Protease angefiihrten Bedingungen’), nach Aktivierung mit 
Schwefelwasserstoff, bei der Einwirkung auf 0,18 ¢ Gelatine in 


1) A.a.O. und zwar S. 292. 
*) A.a. O. und zwar S. 295. 
3) Diese Z. 180, 127 und zwar S. 130 (1928/29). 
*) Diese Z. 167, 296 (1927). 
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24 Stunden einen Zuwachs reaktionsfihiger NH,-Gruppen ent- 
sprechend 0,90 ccm 0,2 n. ergibt. Die fiir die Bestimmung e; 
forderliche Aktivierung nehmen wir vor durch 1/,stiindiges Ein- 
leiten von H,S in die neutrale Enzymlésung und bei Zimmevr- 
temperatur. 

Tabelle 2. 

Natirlicher Aktivierungsgrad und Aktivierung durch H,S und HCN, 
(Glycerinauszug aus zerkleinertem Organ; 0,18 g Gelatine; py = 4,0; 30: 
24 Stdn.; Volumen 9,0 ceom; Angaben bedeuten den Zuwachs an com 

0,2 n-NH,. ) 




















Aktivierungszustand 
vere. Angewandte Enzymprobe ; a RSE ga 
Nr. iia tis ins siti natiirlich | mit HCN | mit H,s 
aktiviert | aktiviert | aktiviert 
l 2,25 ccm’ Milzauszug I 0,42 0,40 0,68 
2 2,25 ccm Milzauszug II 0,23 0,30 
3 2,25 ccm Leberauszug | 0,50 0,72 O87 
4 1,00 cem Leberauszug II | 0,30 --- 0,31 


Tabelle 3. 
Gelatinespaltung durch Kathepsin-H,S und Wasserstoffzahl. 
(5,0 ceom Glycerinauszug aus getrockneter Leber -+- 5,0 com H,O, durch 
1/,stiindiges Einleiten von H,S aktiviert; 5,0 ccm 8°/jige Gelatine; | 
durch Zugabe von n. Essigsiure eingestellt; Gesamtvolumen 20,0 ccm; 
24 Stdn.; 30°; NH,-Zuwachs bestimmt in 9,0 eem des Ansatzes.) 





5,0 
0,54 


3.0 
0,39 


4,5 
0,64 


6,0 


3,5 | 4,0 
7 0,33 


0,64 | 0,75 

















re a ee ee ee ee 
NH,-Zuwachs (ccm 0,2 n.) 


3. Bestimmung der Carboxy-Polypeptidase. 


Fir die Messung der katheptischen Polypeptidase, die wir 
einem besonders leicht spaltbaren Substrat, Benzoyl-glycyl-glycin, 
vornehmen, ist wie fiir die des Kathepsins selbst die maxima! 
mogliche Aktivierung des Enzyins anzustreben; man erzielt s) 
gleichfalls durch Schwefelwasserstoff, wie fiir Kathepsin  be- 
schrieben. Die fiir die Enzymwirkung gegentiber Benzoyl-di-glycis 
optimale Wasserstoffzahl finden wir entsprechend p,, = 4,2 (Tab. 4, 
sowie Fig.1). Der Reaktionsverlauf der Hydrolyse ist bei dem 
angewandten Substrat nahezu ein linearer, in gleichen Zeiten 
werden gleiche Bruchteile des Substrats umgesetzt; es scheint de- 
nach, daB die Hydrolysenprodukte den Reaktionsverlauf mili! 
wesentlich beeinflussen. Auch gilt die Beziehung der Proportio- 
nalitit zwischen Enzymmenge und Reaktionsgesehwindigk 
innerhalb des von uns gepriiften Bereiches (‘Tab. 5). 

















ein 
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Tabelle 4. 


Hydrolyse von Benzoyl-di-glycin und Wasserstoffzahl. 
(0,0590 g Benzoyl-di-glycin [= 0,00025 Mol]; 2,0 cem Glycerinauszug aus 
Trockenleber, frei von Zookinase, durch '/,stiindiges Kinleiten von H,S 
hei neutraler Reaktion aktiviert; 1,00 ccm 0,2 mol. Citratpuffer; 24 Stdn., 
30°; Gesamtvolumen 10,0 ccm.) 





2.3 3,1 3,6 4,2 4,6 5, 


(ne a a a a oc ee >, 1 5,5 
\H,-Zuwachs (ccm 0,2 n) 0,10 | 0,25 | 0,31 | 0,39 | 0,34 | 0.25 0,11 
naltum@ im °/, . .. . 8 20 25 31 27 2( S 


Tabelle 5. 
Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit. 
0.00025 Mol Benzoyl-di-glycin; Glycerinauszug aus Trockenleber, zookinase- 
frei, mit H,S aktiviert; pH = 4,2, eingestellt mit n. Acetatpuffer; 30°; 
Gesamtvolumen 10,0 ccm.) 





Enzym- ae NH,- = Quotient = 
menge se Zuwachs — Umsatz (ccm 0,2 n-NH,) 
m Auszug std. cem 0,2 n. /0 Zeit (Stunden) 
5,0 12 0,22 18 0,018 
24 0,43 34 0,018 
36 0,61 49 0,017 
48 0,82 66 0,017 
60 1,00 SO 0,017 
72 1,14 9] 0,016 
84 1,25 100 
3,5 17 0,25 20 0,014 
34 0,46 37 0,013 
51 0,68 54 0,013 
2.5 24 0,22 18 0,009 
48 0,43 34 0,009 
72 0,68 54 0,009 














Auf dem linearen Verlauf der Hydrolyse beruht das von uns 
angewandte vorlaufige Ma fiir die katheptische Polypeptidase, 
jas zur Kontrolle ihres priparativen Verhaltens dient. Als Ein- 
vit der katheptischen Polypeptidase | kath. Pol.-(e.)| bezeichnen 
wir das Hundertfache derjenigen Enzymmenge, fiir welche sich 
outer den unten angefiihrten Bedingungen der Quotient aus der 
‘lenge der gebildeten NH,-Gruppen (in cem 0,2 n.) und der an- 
-owandten Zeit (in Stunden) = 0,01 ergibt. 

Ausfiihrung der Bestimmung. 2,5 cem Benzoyl-di-glycin- 
losung (100 cem Lésung enthaltend: 2,36 g Benzoyl-di-glycin, 
durch Zugabe von n. NaOH gelést und mit Bromphenolblau als 
indikator auf p,, = 4,2 eingestellt, aufgefiillt auf 60 cem +- 40 cem 
u. Acetatpuffer von p,, = 4,2), entspr. 0,00025 Mol, werden mit 
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der durch !/,stiindiges Einleiten von H,8 bei neutraler Reaktion 
aktivierten und mit Wasser auf 7,5 cem verdiinnten Probe de; 
Enzymloésung versetzt und im Thermostaten z. B. wahrend 12 bis 
24 Stunden bei 30° belassen. Man mift die Enzymwirkung durch, 
den Zuwachs reaktionsfahiger NH,-Gruppen nach dem Verfahren 
von van Slyke; zu jeder Analyse ist also eine Leerbestimmung 
auszufiihren. Die Enzymmenge fiir den Bestimmungsansatz soll 
zwischen 0,01 und 0,04 kath. Pol.-(e.) betragen und die Bestim- 
mungsdauer zweckmiBig so bemessen sein, daB die Hydrolyse 
des Substrats sich auf 20—80°/, belauft. 








DS 
No 
“y 


com 02n N& 
= 








1 1 i 


2 S 4 be] 6 
Ph ——_—__> 
Fig. 1. Benzoyl-di-glycinspaltung und Wasserstoffzah). 





4. Bestimmung der Amino-Polypeptidase. 


Amino-Polypeptidase, polypeptidspaltendes Enzym, dessen An- 
Jagerung an der freien Aminogruppe der Peptide erfolgt und das 
daher von der mit den Carboxylen reagierenden Carboxy-Poly- 
peptidase zu unterscheiden ist?), findet sich bisher in 2 Beispielen 
beschrieben. W. Grassmann?) hat zuerst tiber die Isolierunz 
einer (Amino-)Polvpeptidase aus Hefe berichtet, HE. Wald- 
sechmidt-Leitz, A. K. Balls und J. Waldschmidt-Graser’) 
haben die Existenz eines aéhnlichen Enzyms in der Darmschleim- 
haut belegt; auch findet es sich im Sekret der Pankreasdriise. 
Sodann ist sein Vorkommen von R. Willstaétter und E. Ba- 
mann‘) in der Magenschleimhaut, von R. Willstaétter, EH. Ba- 


') Waldschmidt-Leitz u. Purr, Ber. chem. Ges. 62, 2217 (1929). 
2) Diese Z. 167, 202 (1927). 

8) Ber. chem. Ges. 62, 956 (1929). 

4) Diese Z. 180, 127 und zwar S. 141 (1928/29). 
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mann und M. Rohdewald!) in den farblosen Blutkérperchen 
und in der Speicheldriise beschrieben worden. In der vorliegenden 
Arbeit wird nachgewiesen, daB Amino-Polypeptidase auch in den 
\yszugen anderer tierischer Organe, aus Milz oder Leber, in reich- 
lichen Mengen angetroffen wird. 

Wir messen das Enzym an der Hydrolyse von d,l-Leucyl- 
elyeyl-glyein. Als Reaktionsoptimum fiir die Hydrolyse dieses 
Peptids haben W. Grassmann und H. Dyckerhoff?) fiir das 
[inzym aus Hefe p, = 7,0 angegeben, wihrend in den Versuchen 
von E. Waldschmidt-Leitz, A. kK. Balls und J. Wald- 
schmidt-Graser®) mit noch uneinheitlicher Polypeptidase aus 
Darmschleimhaut zwei verschiedene p,,-Optima, bei p,, = 7,2 und 
)y = 8,0, beobachtet wurden. Die Deutung dieses Befundes, die 
das alkalische Maximum der Hydrolyse auf die Wirkung bei- 
semengter Dipeptidase zurickfiihrte, hat sich indessen als irrig 
erwiesen; dieses stellt vielmehr das eigentliche Optimum der Poly- 
peptidspaltung dar.*) Der, beobachtete Wiederanstieg der Hydro- 
lysengeschwindigkeit bei etwa neutraler Reaktion, der in anderen 
beisplelen von wechselndem Ausma8 ist, scheint nur durch Be- 
‘leitstoffe vorgetiuscht zu werden, welche die Enzymwirkung im 
alkalischen Gebiete hemmen. Bei der Polypeptidase aus Milz 
oder Leber ist er gar nicht zu bemerken; das Optimum ihrer Wir- 
kung auf Leueyl-di-glycin finden wir eindeutig entsprechend 
}),, = 8,0 (Tab. 6, sowie Fig. 2). 


j 


Tabelle 6. 


Hydrolyse von d,1l-Leucyl-glycyl-glycin und Wasserstoffzahl. 
(0,001 Mol d,l-Leucyl-di-glycin; 2,5 cem Enzymlésung, von Dipeptidase 
hbefreit; Gesamtvolumen 10,0 ccm; pu eingestellt mit Phosphatpuffer; 
‘0 Min., 30°; Hydrolyse -gemessen durch alkalimetrische Titration in 
90°/,igem Methylalkohol mit Thymolphthalein als Indikator.) 








7,0 
0,75 


7,4 


WED 6) 65 4s Boe 608s ar Ww oe ls elon aie 6,6 
0.98 


Aziditatszuwachs (ccm 0,2n-KOH) | 0,40 





ts3 8,0 8,5 
1,10 | 1,15 | 0,47 








Die Wirkung der Amino-Polypeptidase aus den Organen 
cheint auch durch die Reaktionsprodukte der Peptidspaltung, 


1) Diese Z. 185, 267 und zwar S. 269; 186, 85 (1929). 

*) Diese Z. 175, 18 und zwar S. 28; 179, 41 und zwar S. 64 (1928). 

3) A.a.O. und zwar S. 959. 

4) Nach demnachst zu ver6ffentlichenden Versuchen vonWaldschmidt- 
Leitz u. Balls. 
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Leucin und Glyeyl-glycin, nicht merklich beeinfluBt zu werd:., 
das Enzyim zu ihnen keine Affinitaét zu besitzen; denn der \, 
jauf der Tripeptidspaltung durch das Enzym aus Milz ist ei) 
linearer (Tab. 7), waihrend der Reaktionsverlauf mit Darmenz; 
eimer Gleichung erster Ordnung folgt.*) 











if 
. 4 
: i. 
vt) . ! 1 
0 7 8 9 
on 
Fig. 2. Leucyl-di-glycinspaltung und Wasserstoffzabl. 





Tabelle 7. 
Zeitlicher Verlauf der Leucyl-di-glycinspaltung. 
(0,122 ¢ d,l-Leucyl-glycyl-glycin; 2,50 ccm 0,2 mol. Na,HPO,; Misciung 
mit n. NaOH auf pu = 8,0 eingestellt; Polypeptidaselésung von Dip: 
tidase befreit; Gesamtvolumen 5,0 ccm [12°/, Glycerin  enthalten 
PH 8,0; 30°.) 








Enzym- Fei Aziditiats- Spal Quotient = 
menge aU zuwachs , a = Umsatz (cem 0,2 n-COO:! 
ecm —_ ecm 0,2 n. ” Zeit (Minuten) 
1,00 30 0,14 ll 0,0047 
60 0,28 22 0,0047 
90) 0,42 33 0,0047 
120 0,56 44 0,0047 
180 0,83 66 0,004.7 
2.00 15 0,14 1] 0,0094 
30 0,28 22 0,0094 
45 0,42 33 0,0094 
60 0,55 43 0,0092 
GQ 0,82 65 0.0091 














Wie aus Tab. 7 hervorgeht, besteht Proportionalitét zwisc: 
Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit. Als vorléufige 
heit der Enzvymmenge, die nur den Zwecken der praparat:' 


_— | 


A. a. OD. 
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ontrolle in der vorliegenden Abhandlung dienen soll, ist das 
Tausendfache derjenigen Enzymmenge definiert, fiir welche sich 
unter den Bedingungen der Bestimmung der Quotient aus Um 
.atz (in eem 0,2 n- COOH) und Reaktionsdauer (in Minuten) zu 
(001 ergibt. Unter der Voraussetzung einer Beschriinkung auf die 
\Messung der Anfangsgeschwindigkeit der Peptidhydrolyse wird 
diese Enzym-Einheit mit der fiir Amino-Polypeptidase im Ver- 
jauungstrakt vorzuschlagenden!) vergleichbar sein. 

Ausfiihrung der Bestimmung. 0,244 ¢ d,l-Leucyl-glycyl- 
slyein werden in 5,00 ccm 0,2 mol. Na,HPO, gelést. Nach Zu- 
Figen der Enzymprobe wird die Lésung durch Zugabe von n. NaOH 
auf pu = 8,0 eingestellt und mit Wasser bzw. Glycerin zu einem 
(lyceringehalte von 12°/) auf 10,0 cem aufgefiillt. Man belaBt 
ou Thermostaten von 80° und mibt die Hydrolyse durch alkali- 
ietriseche Titration in 90°/jiger methylalkoholischer Loésung mit 
‘hymolphthalein als Indicator. Der zu ermittelnde Betrag der 
|verbestimmung wird von dem der Analyse in Abzug gebracht. 


5. Zur Bestimmung der Dipeptidase. 


Zur Messung des dipeptidspaltenden Enzyms folgten wir den 
\ngaben von E. Waldschmidt-Leitz und W. Deutsch?) tiber 
Jie Bestimmung des ,,Lieno-Erepsins‘‘, deren analytische Grund- 
liven wir bestétigen konnten. Bis zu einer Entscheidung tiber 
‘dentitét oder Verschiedenheit der dipeptidspaltenden Enzyme aus 
den einzelnen Organen ziehen wir es vor, von der Aufstellung be- 
-onderer Ma8einheiten, z. B. fiir die Dipeptidase aus Leber, ab- 

sehen. 


II. Uber die Aktivierung der katheptischen Enzyme. 
1. Aktivatoren. 


Zookinase. Die Aktivitét des Kathepsins wie auch der 
satheptischen Polypeptidase in den Ausziigen der Organe ist, wie 
weiter unten belegt wird, eine wechselnde, sie hiingt beispiels- 
weise von der Vorgeschichte des Organs und von dem gewihlten 
Verfahren der Extraktgewinnung ab. Sie ist niimlich auf die 
(egenwart eines Aktivators in wechselnden Mengen zuriick- 
vittthren, der bei den in den Organen nach dem Tode einsetzenden 


‘) Nach demnachst zu veréffentlichenden Versuchen von Waldschmidt- 
Leitz u. Balls. 
“) Diese Z. 167, 285 und zwar S. 289ff. (1927). 
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autolytischen Prozessen gebildet zu werden scheint. Fiir diese, 
Aktivator, dessen chemische Natur noch unbekannt ist, schlagey 
wir die Bezeichnung ,,Zookinase‘‘ vor; denn seine Bildung w\ 
seine Aufgabe erimnert an die des Aktivators fiir pflanzliche Pyo. 
teinase, z. B. Papain, welchen O. Ambros und A. Harteneck! 
als ,,Phytokinase** beschrieben haben. 

Der Nachweis der Zookinase ergibt sich aus ihrer Abtrennuny: 
von den katheptischen Enzymen, welche verhaltnismaBig leic|; 
erfolgt; die Dissoziation der Enzym-Kinaseverbindung scheint seliy 


betriichtlich zu sein. Die Isolierung der Zookinase erreichen wir 


durch Adsorptionsmittel, z. B. durch Kaolin bei saurer Reaktion: 
hier findet man die katheptischen Enzyme in der Adsorptions- 
mutterlauge in inaktiver Form, den Aktivator dagegen in der mii 
Alkaliphosphat bereiteten Elution, frei von katheptischem Enzyim. 
Dies war das Verfahren zur Darstellung ,,proteasefreien Lieno- 
Erepsins*, das E. Waldschmidt- Leitz und W. Deutsch?) be- 
schrieben. Allein die in den Restlésungen vom Kaolin konstatierte 
Proteasefreiheit ist nur eine scheinbare, sie beruht nur auf dir 
mit der Adsorption erfolgenden Abtrennung des Aktivators. 


Tabelle 8. 


Abtrennung der Zookinase durch Kaolin. 


(50 ccm Glycerinauszug aus frischer Milz, mit 20 com H,O  verdiinnt. 


| 
+ 


Nr. 1—5 zur Vergiftung der ereptischen Enzyme mit HCN bei py 
behandelt und durch 3stiindiges Durchleiten von Luft bei py = 5 vii 
HCN wiederum  befreit, Nr. 6 ohne Blausiurebehandlung gepriift; 
sorbiert mit 20 cem Kaolinsuspension [= 1,552 g] bei py = 4; Elution 
des in der Zentrifuge abgetrennten Adsorbats mit 15 ccm 1/,;; mol. Na,HP0, 
[30°/, Glycerin enthaltend]; Elution mit n. Essigsdure neutralisiert; Enzym- 
bestimmungen ausgefiihrt nach den in Kap. 1 angefiithrten Methodci. 
jedoch ohne Aktivierung mit 'H,S; Angaben bedeuten den Zuwachs 
ccm 0,2 n-NH, in aliquoten Teilen der Lésungen.) 








y Kathepsinwirkung in 

ers. en Oe ne ee ee ee : a 

Nr. | Anccangslganng | Adsorptions- ae |  Ads.-Restlés. 

Ausgangslésung | Bestigeung Elution | 4. Elution 

0,25 | 0,00 0,00 | 0,10 
2 0,31 | 0,01 0,00 0,10 
3 0,25 0,00 0,00 | 0,26 
4 0,25 | 0,02 0,00 | 0,24 
5 0,20 | 0,01 0,01 | 0,17 
6 0,20 | 0,00 l 0,01 | 0,11 


1) Diese Z. 181, 24 und zwar 8. 26 (1928/29). 
*) A.a. QO. und zwar S. 302. 
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Wir belegen die Trennung von Kathepsin und Carboxy- 
Polypeptidase einerseits, von Zookinase andererseits mittels Kaolin 
in vorstehender ‘lab. 8 durch eine Auswahl von Beispielen. 

Ein zweites und bequemeres Verfahren zur Abtrennung der 
Zookinase beruht auf der Loéslichkeit des Aktivators in wasser- 
haltigem Alkohol oder Aceton, z. B. in 70°/jigem Alkohol. Bei 
der Extraktion der zerkleinerten Organe mit diesen Loésungs- 
mitteln verbleiben die katheptischen Enzyme in den mittels Ather 
vetrockneten Extraktionsriickstaénden in aktivatorfreier Form. Die 
abgetrennte Zookinase la8t sich nach dem Verjagen der Lésungs- 
mittel aus den Extrakten, mit Fett und Lipoiden vermiseht, in 
wiBriger Emulsion oder aus dieser durch Wiederaufnehmen in 
wasserhaltigem Alkohol und Fallen mit Ather in Form eines fett- 
freien Trockenpulvers gewinnen. Uber die weitere Reinigung des 
Aktivators aus solchen Priparaten, die die Aufklirung seines che- 
mischen Charakters zum Ziele hat, soll in einer spiiteren Mit- 
teilung berichtet werden. 

Wir belegen die Abtrennung der Zookinase aus Leber durch 
verdiinnten Alkohol, die wir haufig ausfiihren, nachstehend an 
einem charakteristischen Beispiel; es vergleicht die enzymatische 
Aktivitét im Glycerinauszug aus frischer Leber mit der der nim- 
lichen Driise nach Alkoholextraktion und nach Zugabe von 
Zookinase aus dem alkoholischen Auszug. 


Beispiel fir die Abtrennung der Zookinase durch Alkohol- 
extraktion. 


a) 200g in der Maschine zerkleinerte Schweineleber wurden mit 


| 600 ccm 87°/,igem Glycerin 15 Stdn. extrahiert; 1,25 ccm von ‘dem durch 


Faltenfilter filtrierten Glycerinauszug enthielten 0,70 Kath.-(e.) (0,63 ecm 


0,2 n-NH,-Zuwachs) neben. 0,021 kath. Pol.-(e.) (24 Stdn.: 0,50 ccm 


0,2 n-NH,). 

b) 750 g derselben Leber schiittelte man mit 1500 ccm 96°/,igem 
Alkohol (Alkoholkonzentration entsprechend etwa 70°/,) wahrend '/, Stunde 
cut durch und saugte dann den alkoholischen Extrakt auf der Nutsche 


' vom Ungelésten ab. Der Extraktionsriickstand wurde wiederum mit 
7) 


1500 cem 70°/sigem Alkohol wie oben behandelt, darauf durch Anschiitteln 


mit je 1000 cem Alkohol, darauf Aikohol-Ather, endlich Ather und Filtrieren 
ywie oben getrocknet. Aus dem erhaltenen Trockenpulver (190 g) gewann 


man durch Behandlung mit 1900 ccm 87°/,igem Glycerin und Filtration 


| ine Lésung der katheptischen Enzyme. 


Die beiden ersten alkoholischen Extrakte wurden vereinigt und durch 
Kindampfen im Vakuum bei 30° vom Alkohol befreit, darauf durch Ver- 


-dunnen mit Wasser auf 200 ccm aufgefiillt; man erhielt so eine triibe 
_ Lésung, welche die Zookinase enthielt. 
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an 


Wir priften auf Kathepsin- und Carboxy-Polypeptidasewirkung mj; 
2,25 ccm Glycerinauszug, bzw. 4,0 ccm des eingeengten alkoholischey 
Extrakts, bzw. dem Gemische dieser Priparate; die nachfolgend mitgeteiltey, 
Werte geben den ermittelten Zuwachs an ccm 0,2 n-NH, in 24 Stunden und 
unter den in Kap. I angefiihrten Bestimmungsbedingungen an, jedoch ohn 
Aktivierung mit H,S. 


Glycerin- Alkohol!- Glyc.-Auszuy 

auszug extrakt + Alk.-Extr. 
Kathepsin-Wirkung . ; 0,05 0,04 0,53 
Carb.-Polypept.-Wirk ung 0,00 0,02 0,35 


Bei der Autolyse der Organe nimmt ihr Gehalt an Zookinase 
betrichthch zu. Wéahrend in den Ausziigen aus frischem Organ 
nur ein geringer Bruchteil des Kathepsins in aktivierter Form vor- 
liegt, steigt der aktivierte Anteil des Enzyms bei der Aufbewahrung 
der Organe bis nahezu zum maximal erreichbaren Werte. Fx 
ist noch nicht sicher erkennbar, ob das intakte Gewebe tiberhaupt 
schon proteolytischen Aktivator enthaélt; wenn auch nach tun- 
lichster Abkitirzung der priaparativen Vornahmen schon etwas 
aktiviertes Enzym gemessen wird, so bleibt die Frage offen, ob 
nicht der Aktivator erst wihrend der zur Messung erforderlichen 
lingeren Zeiten gebildet war. 

Wir belegen die Zunahme des Aktivierungsgrades fiir Kath- 
epsin aus Milz bei der Alterung der Driise in nachstehender 
Tab. 9 an einem Beispiel; es vergleicht die Aktivitét der aus An- 
teilen der néimlichen Driise nach verschieden langer Aufbewahrung 
gewonnenen Glycerinausziige. 


Tabelle 9. 

Aktivatorgehalt und Alter des Organs. 

(Frisch entnommene und in der Maschine zerkleinerte Schweinemilz: 
a) 435 g sofort, b) 410g nach S8stiindiger Aufbewahrung bei 20° mit 
a) 1305, b) 1230 cem 87°/,igem Glycerin extrahiert, Extrakte filtriert; zur 
Priifung nur die ersten Anteile der Filtrate verwandt; Kathepsinbestimmung 
ausgefiihrt mit 2,25 cem Extrakt unter den in Kap. I angegebenen Bedin- 
gungen, jedoch teils mit, teils ohne Aktivierung mit H,S; Angaben bedeuten 
den NH,-Zuwachs in cem 0,2 n.) 





| 








Beispiel _ Alter ; Aktivitét =| Gehalt der Probe an 
Nr. Stunden ohne H,S | mit H,S Kath.-(e.) 
1 0 0,17 0,43 0,48 
8 0,38 0,43 0,48 
‘ 0 0,24 0,97 1,08 
“ 8 0,41 0,96 1,08 


Von den Eigenschaften der Zookinase, deren eingehender 
Priifung erst nach einer weiteren Reinigung des Aktivators ¢ 





















an 
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folgen soll, sei hier nur angefiihrt, daB der Aktivator, wenigstens 
in den bisher zuginglichen rohen Priparaten, in wéBriger Losung 
nicht hitzebestaéndig ist. Es bleibt dahingestellt, ob dieser Befund 
auf einer Fliichtigkeit des aktiven Stoffes oder aber ob er, was 
wahrscheinlicher ist, auf seiner Zerst6rung beruht. 

Blauséure und Schwefelwasserstoff. Wie schon in 
Kapitel I belegt war, zeigen unvollkommen aktivierte Ausziige aus 
Milz oder Leber eine Aktivitaétssteigerung der katheptischenEnzyme 
nach der Kinwirkung von Blausiure und mehr noch von Schwefel- 
wasserstoff. Diese Erscheinung ist viel deutlicher noch bei den 
von Zookinase befreiten Enzymldésungen. Die Frage, ob Blau- 
siure und Schwefelwasserstoff die Leistung der Zookinase voll 
zu ersetzen vermogen, ist indessen noch nicht zu beantworten; 
denn es hat sich gezeigt, daB die bis jetzt zuginglichen unreinen 
Priparate des natiirlichen Aktivators noch Hemmungsstoffe ent- 
halten, welche den sicheren Vergleich seiner Leistungsfihigkeit 
vereiteln. 

Die Aktivierbarkeit durch Blausiure und Schwefelwasser- 
stoff scheint ein gemeinsames Kennzeichen der katheptischen 
nzyme in den verschiedensten Geweben zu sein. Auch das von 
Rk. Willstéatter und KE. Bamann!’) in den. Extrakten der Magen- 
schleimhaut erstmals beschriebene Kathepsin zeigt das niéimliche 
Aktivierungsverhalten. Es ist aber bemerkenswert, dafh an diesem 
beispiel die bedeutendste Aktivititssteigerung mit Blausiure, nicht 
mit Schwefelwasserstoff zu beobachten ist. Man wird zu priifen 
haben, ob dies eine Besonderheit des gastrischen Kathepsins_ be- 
deutet oder ob nicht das Verhaltnis der Wirksamkeit des mit 
Blausiure und des mit Schwefelwasserstoff beladenen Enzyms 
alleemein durch Begleitstoffe veradnderlich ist. TF iir die Aus- 
hildung einer endgiiltigen MeBmethode der katheptischen Enzyme 
und den Vergleich ihrer Mengen in verschiedenem Ausgangs- 
material wird die Uberwindung solcher Einfliisse unentbehr- 
lich sein. 

Tab.10 vergleicht die Aktivierbarkeit der katheptischen 
[nzyme in zookinasefreien Praéparaten aus Milz und Leber, sowie 
in unvollstandig aktivierten Ausziigen aus Milz, Leber und Magen- 
schleimhaut. 


') Diese Z. 180, 127 (1928/29); vgl. die dort (S. 137) angefiihrten 
Beobachtungen iiber den EinfluB der Extraktionsdauer auf die Aktivitiat 
des Kathepsins (Bildung von Zookinase). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLX XXVIII. 








Tabelle 10. 
Aktivierbarkeit der katheptischen Enzyme durch HCN und H,5S. 


(2,25 cem Glycerinauszug, bzw. 3,50 ccm Kaolinrestlésung (Nr. 1) zur 


Aktivierung mit Wasser auf 7,0 ccm verdiinnt; Aktivierung bewirkt durch 
Istiindige Einwirkung von 0,10 g KCN bei neutraler Reaktion, bzw. durch 
1/,stiindiges Einleiten von H,S in die neutrale Enzymlésung; Enzym. 
bestimmungen ausgefiihrt, wie friiher beschrieben; Angaben bedeuten dic 

nach 24 Stdn. gemessene Zunahme an ccm 0,2 n-NH,.) 





7 —— Carb.-Polypeptid.- 
Kathepsinwirkung Wirkung 


Vers. . 
; Enzymlésung orn per coo ke | 
Nr. ohne; mit | mit | ohne | mit | mit 


Zus. |HCN | H,S | Zus. HCN H,S 





] Zookinasefreie Kaolinrestlésg. | 

aus Schweinemilzextrakt - | 0,01 | 0,11 
2 | Zookinasefreier Glycerinaus- | 
zug a. getrockn. Schweine- 


| | 

| 0,13 | 0,00 | 0,10 0,29 
| | 

| 
| 


0,44 | 0,00 | . 0,50 














tas éva ewes « FO Oe 
3 | Glycerinauszug aus _ frischer | 

Schweinemilz . ... . . | 0,23 0,30 | 0,40] — 
4 | Glycerinauszug aus _ frischer | 

Schweineleber. . . . . . | 0,50 | 0,69 | 0,84 
5 | Glycerinauszug aus frischer | 

Magenschl. vom Schwein 

(Fundusteil) . ... . . | 0,26 | 0,60 | 0,36 


2. Aktivierung und p,-Abhiangigkeit. 

Nach den Befunden von E. M. Frankel?) und von R. Will- 
statter und W. Grassmann?) an Papain und von R. Will- 
stitter, W. Grassmann und O. Ambros?) an Bromelin aus 
Ananas, welche beide die Krscheinung der Blauséureaktivierung 
zeigen, ist das Aktivitéts-px-Optimum unabhangig von der Natur 
des Aktivators. Wir bestitigen diese Erfahrungen an den kat- 
heptischen Enzymen, Kathepsin und Carboxy-Polypeptidase. In 
allen gepriiften Beispielen fanden wir Ubereinstimmung des Reak- 
tionsoptimums bei der Wirkung auf das nimliche Substrat, sei es, 
da das Enzym mit Zookinase, sei es, daB es mit Blausiure oder 
mit Schwefelwasserstoff aktiviert vorlag (Tab. 11—13). 

Anderungen der pu-Abhingigkeit beobachtet man indessen 
auch beim Kathepsin mit dem Wechsel in der elektrochemischen 
Natur des Substrats. Ein erstes Beispiel hierfiir findet sich in der 
Untersuchung von R. Willstatter und E. Bamann!) uber 

') J. of biol. Chem. 8, 177 (1910). 

*) Diese Z. 138, 184 und zwar 8. 197 (1924). 

3) Diese Z. 181, 307 und zwar S. 312 (1925/26). , 

4) Diese Z. 180, 127 und zwar 8. 134 und S. 138 (1928/29). 
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vastrisches Kathepsin: das Reaktionsoptimum der Gelatine- 
spaltung durch dieses Enzym wird zu pu = 4, das der Hydrolyse 


zur , . - ‘ ae ; 
arch | von Clupein aber zu px = 5 angegeben. Die némliche Verschie- 
wich bung des px-Optimums nach schwach saurer Reaktion, pa = 5,2, 





nym- fir die Hydrolyse des Clupeins beobachten wir bei der Wirkung 

die | deg Lieno-Kathepsins (Tab. 12), welches mit dem gastrischen 
. =) 

—  Enzym im pu-Optimum der Gelatinehydrolyse iibereinstimmt. 


tid. | Der elektrochemische Charakter des Substrats scheint also auch 

fir die Wirkung der katheptischen Enzyme von EinfluB. Allein 
mit aus der Geringfiigigkeit des Unterschiedes im Wirkungsoptimum 
HS cegeniber Gelatine und gegentiber Clupein ist zu folgern, daB 


der elektrochemischen Natur des Substrats allein nicht die gleiche 
Bedeutung zuzukommen scheint, wie bei pflanzlicher Proteinase; 
die Spaltung des stark basischen Clupeins durch Papain erfolgt 
; nimlich nach F. Rogozinski*) optimal erst bei alkalischer 
- Reaktion. Fiir die Reaktionsgeschwindigkeit diirfte in erster 

Linie der elektrochemische Charakter der Kathepsin-Substrat- 

verbindung bestimmend sein. 

Tabelle 11. 
Gelatinespaltung durch Kathepsin-H,S (Leber) und Wasserstoffzahl. 


' (2,25 com Glycerinauszug aus getrockneter Leber, zookinasefrei [enthaltend 
| 0,83 Kath.-(e.)], 4,75 cem H,O; aktiviert durch 1/, stiindiges ‘inleiten von 
| H,S; 0,18 g Gelatine; Gesamtvolumen 9,0 ccm; 24 Stdn., 30°; px ein- 


),29 





All- gestellt mit n-Acetatpuffe r.) 

ill- | - 

pe. . ..130 [35 [40 | 45 | 50 | 60 
aus | Zuwachs (com 0,2 n- NH,) 0,39 | 0,64 | 0,752) | 0,64 | 0,54 | 0,33 
ung | ie 
—— labelle 12. 
nat. | Clupeinspaltung durch Kathepsin-Zookinase (Leber) sowie Kathepsin- HCN 
_ | und Wasserstoffzahl. 

In _ (3,385 cem zookinasefreie Restlésung von der Kaolinadsorption [enthaltend 


ak- 0,30 Kath.-(e.)]; 0,20 g Zookinase, aus Leber durch Extraktion mit Alkohol 
und Fallung mit Ather gewonnen, Aktivierung bewirkt durch !/,stiindige 





a : Kinwirkung; HCN-Aktivierung bewirkt durch Istiindige Behandlung mit 

yer x 0,10 ¢ KCN bei neutraler Reaktion; 0,20 g Clupeinsulfat; Gesamtvolumen 
10,0 com; 24 Stdn., 30°; px eingestellt durch n-Acetatpuffer + 0,2 mol. 

— = _Phosphatpuffer). 

hen fp... ; 35° l40 1 45] 5,0] 5,2| 5,7| 62] 65] 7,3 

der Zuwac hs (com 0, on- NH.) 

, . |Kathepsin-Zookinase . . | 0,10} 0,14 | 0,19 | — | 0,25] 0,22]0,13, — | — 

ber [Kathepsin-HCN. . . . [0,321 — | 0,47 | 0,53 | 0.58 | 0,47 0,41 | 0,07 


') Diese Z. 79, 398 (1912). 

*) Vgl. damit das Optimum der Gelatinespaltung durch Kathepsin- 
Zookinase (aus Milz), pp=4,0, zufolge Waldschmidt-Leitz u. Deutsch, 
Diese Z. 167, 285 und zwar S. 294 (1927). 


\ ns 
3 
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Tabelle 13. 

Benzoyl-di-glycinspaltung durch Carboxy-Polypeptidase (Milz), mit HCN 
und H,8 aktiviert, und Wasserstoffzahl. 

(3,35 ccm zookinasefreie Restlésung von der Kaolinadsorption [enthaltend 

0,016 kath. Pol.-(e.)];_ 0,059 g [— 0,00025 Mol] Benzoyl-glycyl- glycin: 

Aktivierung bewirkt, wie iiblich; Gesamtvolumen 10,0 ccm; 24 Stdn., 30°. 

pu eingestellt durch 0,1 mol. Citratpuffer.) 





2,4 3,1 3,7 4,2 4,6 5,1 5,5 


ae ee ae 
Zuwachs (ccm 0,2 n-NH,) 

Mit HCN aktiviert . . . | 0,02 | 0,10 | 0,16 | 0,31 | 0,24 [| 0,16 | 0,10 
Mit H,S aktiviert . . . | 0,10 | 0,25 | 0,31 | 0,39 | 0,34 J 0,25 | O11 


3. Zur Spezifitit der Zookinase. 


Die Versuche zur Spezifitit der Zookinase, deren Ergebnisse 
wir nachstehend tabellarisch anfiihren, sind qualitativer Art und 
daher noch unvollsténdig. Sie betreffen nur die Frage einer gegen- 
seitigen Vertauschbarkeit der Aktivatoren fiir tryptische und fiir 
katheptische Enzyme und die Frage nach der Aktivierbarkeit 
pflanzlicher Proteinase durch. den katheptischen Aktivator aus 
tierischem Organ. Es hat sich ergeben, daB die Aktivatoren der 
tryptischen und der katheptischen Enzymsysteme von spezifischer 
Art sind: Zookinase oder Blausiiure bleiben ohne Wirkung auf 
Pankreasproteinase oder tryptische Carboxy-Polypeptidase, Entero- 
kinase ist ohne EinfluB auf die katheptischen Enzyme. Man hat 
zwischen tryptischen (Knterokinase) und katheptischen (Zookinase, 
HCN, H,S) Aktivatoren zu unterscheiden. 

Der Befund, daB Zookinase als Aktivator auch pflanzlicher 
Proteinase zu wirken vermag, ist schwerer zu beurteilen; er fordert 
eine Ergainzung durch die Priifung von Phytokinase, die uns 
noch nicht zugiinglich war, gegeniiber dem katheptischen Enzym 
und durch den quantitativen Vergleich des enzymatischen Wu- 
kungsbereiches, beispielsweise an den Systemen Papain-HCN und 
Papain-Zookinase. Die niihere Priifung der pflanzlichen und 
tierischen aktivierten Systeme wird indessen kaum eine volle Ver- 
tretbarkeit der Aktivatoren ergeben. Denn es ist bemerkenswert, 
daB die aktivierende Wirkung der Zookinase auf Papain niclit 
in allen Fallen beobachtet wird: auf die Angreifbarkeit des Clu- 
peins durch Papain war der tierische Aktivator in einigen Fallen 
ohne EinfluB, wihrend er Kathepsin auch gegeniiber Clupein stet= 
zu aktivieren vermochte. Es hat den Anschein, daB die Ein- 
stellung der natiirlichen Kinasen auf ihre Enzyme spezifischer, ihr 
Reichweite beschrainkter ist als die der anorganischen Aktivatoren, 
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Tabelle 14. 


























HCN Spezifitat proteolytischer Aktivatoren. 
(Substratmenge und Volumen des Ansatzes, wie fiir die Bestimmung des 
ultend betreffenden Enzyms vorgeschrieben.) 
lycir Hydrol 
30°; yororyse 
Ak- | |, Pu |Best.-l(cem0,2n.) 
—_ . | Enz.- | Angew. 
—— Angewandtes System tiv. Kinh.| § ne der |dauer ; 
& Min, | “22: ] 54 strat Best.{Stdn.|° ine| mit 
bs Aktivator 
0,10 — ae 
0.11 Pankreasproteinase + Zooki- 
| nase (Leber). . . 30 | 0,80 | Casein 8,6 1 10,00 0,01 
Pankr. Carboxy- Polypeptid. o Chlorac.- 
Zookinase (Leber) . . « «| 120] 0,015) tyrosin | 7,4 2 10,10) 0,10 
nisse Pankr. ssipapidiageabnieal + 
- HCN .. 120 | 0,015 ‘i 7,4 2 10,10 0,10 
und | Pankr. ( ‘arboxy-Polypeptid. - Benzoyl- | 
en. | > ae 120 | 0,015} diglycin | 4,2} 2 10,00 0,00 
fi aoe me (Milz), zookinasefrei | 
vad \ - Enterokinase (ger.) . 120 | 0,10 | Gelatine | 4,0] 24 [0,00 0,00 
rkeit | Carboxy- Polypeptid. (Leber) 
aus | - Enterokinase (ger.) . 60 | 0,87 | Benzoyl- 
: Papain (Merck) + Zookinase diglycin | 4,2] 24 |0,00) 0,00 
| der (Leber) . . ; 120 | 15 mz} Gelatine | 5,0] 15 |0,30 > 1,20 
cher Papain (Merck) +- “HC N. . .| 120115 mg - 5,0} 15 10,30 1,30 
gant Papain (Merck) + Zookinase Thymus- 
(Leber) . ....... .f120]15 mg] histon') | 6,5] 36 [0,00 0,77 
tero- Papain (Merck) + Zookinase 
- hat ning — 120 | 15 mg | Ciupein*)}| 7,0] 10 [0,03 0,03 
- Papain (Merck) + Zookinase | 
Ase, (Leber) . : 120 | 15 mg 4 7,01 10 10,03 0,05 
Papain (Merck) a Zookinase 
cher [2 _ (Leber). . . .. .]120]30mg] ,, 7,0] 24 |0,02 | 0,34 
Papain (Merck) re HON . . .| 120}15 mg ‘a 7,0} 10 10,03 | 0,85 
‘dert Kathepsin (Leber) + Zooki- | 
wns nase (Leber). . ... . .{| 120] 0,30 - 5,2] 24 [0,02 | 0,42 
ZV 
Wir- III. Trennung der katheptischen und ereptischen Enzyme. 
und 1. Isolierung der katheptischen Enzyme. 
und Die Abtrennung der katheptischen Enzyme, ihre Gewinnung 
Ver- frei von ereptischen Wirkungen, wird, wie schon von KE. Wald- 
vert, schmidt-Leitz und W. Deutsch*) hervorgehoben war, durch 
Licht den Umstand erschwert, daB die Menge der katheptischen Enzyme 
Clu- in den Organen und ihren Ausziigen, verglichen mit der der erep- 
illen | tischen, nur eine geringtfiigige ist. Es war daher ,,ein Leichtes, 
stets das Erepsin der Milz von der Protease zu befreien, aber 
Ein- viel schwerer, erepsinfreie Lésungen der Protease zu gewinnen“ 
ihr ; 
') Angewandt 0,10 g. 2) Angewandt 0,20 g. 
ae *) Diese Z. 167, 285 und zwar S. 300 (1927). 
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So hat die friihere Abhandlung nur Beispiele fiir die Darstellung 
erepsinfreier Protease, keine Vorschriften zu geben vermocht. 

lur eine vollstéindige Trennung der ereptischen Enzyme von 
Kathepsin und Carboxy-Polypeptidase, z. B. mit Adsorptions- 
mitteln, ergeben sich auch aus den neueren Erfahrungen kein 
sicheren Nuchtlinien. Das Verfahren, das wir anwenden, ver- 
zichtet daher auf die Abtrennung der ereptischen Enzyme jy, 
wirksamer Form, es beruht vielmehr auf der Ausschaltung ihrer 
Wirkung durch Gifte. Es ist sehr bemerkenswert, daB die Wirkung 
der ereptischen Enzyme, Amino-Polypeptidase und Dipeptidase, 
entsprechend den gleichartigen Erfahrungen an Erepsin aus Pan- 
kreas und Darm, durch Schwefelwasserstoff und durch Sublimat 
sehr weitgehend, durch Blausiiure vollsténdig und _irreversibe! 
unterbunden wird, wihrend zwei dieser Gifte, Blauséiure und 
Schwefelwasserstoff, zugleich als Aktivatoren der katheptischen 
Enzyme fungieren. 

ir das Verfahren der Gewinnung von Kathepsin und kathep- 
tischer Polypeptidase, frei von ereptischer Wirkung, durch Kin- 
wirkung von HCN geben wir nachstehend in Tab. 15 ein Beispiel. 


Tabelle 15. 

Ausschaltung der ereptischen Wirkungen durch Vergiftung. 
(Glycerinauszug aus frischer Milz bei neutraler Reaktion und 30° a) 11/,Stdn. 
mit dem gleichen Volumen 1°/,iger HgCl,-Lésung behandelt, b) 3 Stdn. 
dem Einleiten von H,S und c) ebensolange der Einwirkung von !/; seines 
Volumens 5°/,iger KCN-Lésung [neutralisiert] unterworfen; H,S und HCN 
durch 3stiindiges Durchleiten von Luft bei pa = 4 verjagt; Enzymbe-. 
stimmungen ausgefiihrt nach den in Kap. I mitgeteilten Verfahren; Angaben 
bezichen sich auf die Analysenprobe entsprechend 0,50 ccm Auszug fiir die 
ereptischen, bzw. 2,00 cem Auszug fiir die katheptischen Enzyme; Wir- 
kungen angegeben in ccm 0,2 n-NH,, bzw. COOH; Gehalt der Analysen- 
probe des Auszugs: 0,27 Kath.-(e.), 0,010 kath. Pol.-(e.), 0,027 Pol.-(e.) 

und 0,0241 L.-Er.-E.). 

















Kathepsin- |Carb.-Polyp.-| Am.-Polyp.- Dip.- 
Gepriifte Lésung Wirkung Wirkung Wirkung Wirkung 
Std. 24 24 1 | 2%] 1 | 24 
Glycerinauszug 0,24 0,24 1,65 ~~ 1,45 
Nach HgCl,- Beh. 0,20 0,20 — — 0,02 0,48 
Nach H,S-Beh. 0,22 0,20 — 1,20 — | 0,6! 
Nach HCN-Beh. 0,20 0,20 — | 0,00 — | 0,04 


Der Versuch, das Gemisch der katheptischen Enzyme nacl 
der Beseitigung der ereptischen Wirkungen durch Adsorptions- 








egg enn 




















a ee 
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mittel weiter zu zerlegen, ist nur zum ‘Teil erfolgreich gewesen. 
fs ist gelungen, die Abtrennung von Carboxy-Polypeptidase und 
die Isolierung proteolytisch einheitlichen Kathepsins durch Ad- 
sorption zu erzielen, aber es ist nicht erreicht, die Polypeptidase 
frei von Proteinase zu gewinnen; die viel grobere Unbestindigkeit 
des polypeptidspaltenden Enzyms und seine geringe Menge haben 
seine priparative Isoherung verhindert. 

Kathepsin, frei von katheptischer Polypeptidase, haben wir 
auf zwei verschiedenen Wegen bereitet. Das erste Verfahren 
henutzt die gréBere Stabilitét des Kathepsins bei miBig saurer 
Reaktion, beispielsweise pu = 8,5. Wie Tab. 16 belegt, ist nach 
[5stiindiger Aufbewahrung der verdiinnten Knzymlésung bei 
saurer Reaktion gar keine Polypeptidase mehr nachweisbar, aber 
auch das Kathepsin schon zu einem betrachtlichen Teile zer- 
stort, wahrend die Inaktivierung der beiden Enzyme im alkali- 
schen Milieu eine gleichmabige ist. 


Tabelle 16. 
Bestandigkeit der katheptischen Enzyme. 

(Glycerinauszug aus Schweineleber, mit Wasser verdiinnt und durch Be- 
handlung mit HCN von ereptischer Wirkung befreit; Glyceringehalt fiir 
die Bestaindigkeitsprobe 40°/); px eingestellt durch n-Essigsiure, bzw. 
n-NaOH; 30°; Angaben bedeuten den mit der Analysenprobe unter den 
3edingungen der Enzymbestimmung [vgl. Kap. I] beobachteten Zuwachs 
an cem 0,2 n-NH,,.) 








Katheptische Wirkung Polypeptidasewirkung 
PH = ect enseniciiaitrapiesecinialginteansiiitiaaiaiias 
zu Beginn | nach 15 Stdn.{ zu Beginn | nach 15 Stdn. 
3,5 071 | 0,28 0,55 | 0,00 
10,0 0,71 | 0,35 0,55 | 0,22 
} 








Kin zweites Verfahren, das wir vorziehen, beruht auf dem 
verschiedenen Adsorptionsverhalten der beiden Enzyme gegen- 
liber Kisenhydroxyd. Wahrend ihre Adsorption durch ‘l'onerde der 
Sorte C,, durch Ferrihydroxyd und auch durch Kaolin im Reak- 
tionsbereiche von po =5 bis po =8, den wir geprift haben, 
eine gleichmaéBige, eine praparative Trennung hier nicht zu er- 
warten ist, unterliegt mit Eisenhydroxyd bei starker saurer 
Reaktion, z. B. px 8,8, vorwiegend die Polypeptidase der 
Adsorption. Durch mehrmalige Vornahme der Adsorption mit 
dem Hisengel wird erreicht, da8 in den Adsorptionsrestlésungen 
das Kathepsin, wenn auch in mabiger Ausbeute, frei von Carb- 
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oxy-Polypeptidase verbleibt. In den alkalischen Elutionen dey 
Kisenadsorbate findet sich die Polypeptidase, aber zusammen mij 
den adsorbierten Anteilen des Kathepsins. Allein der Versuch, 
einer Abtrennung des begleitenden Kathepsins in den Eisen. 
elutionen durch eine Wiederholung der Adsorptionsvornahme hat 
nicht zum Ziele gefiihrt, das Verhaltnis von Polypeptidase zy 
Kathepsin sich nicht mehr verbessern lassen. 

Fir die Gewinnung polypeptidasefreien Kathepsins durch 
Adsorption mit Ferrihydroxyd fiihren wir nachstehend in Tab. 17 
ein Beispiel an. 

Tabelle 17. 

Abtrennung von Carboxy-Polypeptidase durch Eisenhydroxyd. 

(50 ccm verdiinnter und durch HCN-Behandlung von ereptischer Wirkung 

befreiter Glycerinauszug aus Leber, mit 5,0 ccm n-Acetatpuffer [py = 3,8] 

versetzt und mit 10,0 ccm Ferrihydroxydsuspension!) [== 0,3276 g Fe,0,} 

adsorbiert; Adsorptionsrestlédsung noch zweimal der Einwirkung von je 

5,0 ccm des Adsorbens unterworfen; Angaben beziehen sich auf aliquote 

Teile der Lésungen; enzymatische Wirkungen angegeben als Zuwachs an 
ccm 0,2 n-NF,.) 





a Carboxy- | Ausbeute (°/,) 
a Polypeptidase an 


E WXr lés o 
snzym osung 





Wir- Kath.-] Wir- | kath. Kath-| Poly- 
kung (e) | kung 'Pol.-(e) epsin |peptid. 

















Ausgangsl6sung ...... 0,71 | 0,80 | 0,55 | 0,023 | — | 

Restlésung der 1. Adsorption 0,44 0,50 | 0,21 | 0,009} 62 | 38 
- » = ” 0,33 | 0,37 | 0,09 | 0,003} 46 | 16 
: 5 ee ns 0,25 0,28 | 0,00 | 0 35 | 0 


2. Isolierung der ereptischen Enzyme. 


Das Adsorptionsverhalten des ,,Lieno-Erepsins“‘, bestimmt 
an der dipeptidspaltenden Komponente, in den gewoéhnlichen 
Glycerinausziigen aus Milz haben E. Waldschmidt-Leitz und 
W. Deutsch?) dahin gekennzeichnet, daB eime Adsorption des 
,Hrepsins‘’ vorwiegend durch basisches Adsorbens, ‘Tonerde, 
erfolgt; die Adsorptionseigenschaften gleichen denen der _ erep- 
tischen Enzyme aus Pankreas und Darm.’) Die Abtrennung der 


') Bereitet nach Willstatter, Kraut u. Fremery, Ber. chem. Ges. 
57, 1491 und zwar S. 1498 (1924). 

2) Diese Z. 167, 285 und zwar S. 300 (1927). 

3) Vel. Waldschmidt-Leitz, Balls u.Waldschmidt-Graser, Ber. 
chem. Ges. 62, 956 und zwar S. 957 (1929). 
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ereptischen Enzyme von den katheptischen, z. B. in den Milz- 
extrakten selbst, besser noch in den mit Kaolin von Zookinase 
befreiten, erreichen wir daher, wie bei den Enzymen des Ver- 
dauungstrakts, durch Adsorption mit Tonerde C, und bei saurer 
Reaktion; die Elution der ‘T'onerdeadsorbate, welche Amino- 
Polypeptidase neben Dipeptidase enthalt, ist frei von kathep- 
tischer Wirkung (Tab. 18). 

Auch die Isolierung der Amino-Polypeptidase aus dem ver- 
hleibenden Gemische mit Dipeptidase ist durchgefiihrt worden. 
Wie im Beispiel der intestinalen Enzyme!) wirkt auch hier Ferri- 
hvdroxyd bei saurer Reaktion als spezifischeres Adsorbens fiir das 
dipeptidspaltende Enzym; in den Restlésungen der Kisenadsorption 
findet sich die Polypeptidase nahezu einheitlich. Die Ausschaltung 
auch der letzten Anteile an Dipeptidase liBt sich dann leicht 
durch ihre Inaktivierung bei saurer Reaktion bewirken (Tab. 19). 

Es verdient Beachtung, wie unabhingig von der Herkunft 
und der Natur der Begleitstoffe das Adsorptionsverhalten dieser 
Enzyme sich éuBert; es scheint durch elektrochemische Affinitaéten 
der Enzyme selbst bestimmt zu sein, welche stirker ausgepraigt 
und leichter zu unterscheiden sind als die anderer, z. B. kohle- 
hydratspaltender Enzyme.?) Diese Anschauung wird weiter 
gestiitzt durch Erfahrungen tiber die besonders selektive Wirkung 
einheitlicher, krystalhsierter Adsorbentien bei der Adsorption der 
Proteasen, darunter von Ejisen- und Tonerdemineralien, iiber 
welche der eine von uns demnachst an anderer Stelle berichten wird. 


Tabelle 18. 


Isolierung der ereptischen Enzyme von den katheptischen. 


(Kaolinadsorption: 80 ccm Glycerinauszug aus frischer Milz + 2,0 ccm 
20°/,ige Essigsiure + 40 ccm Kaolinsuspension [= 3,10 g], pu 4,0: 
Kaolinrestlésung; 60 ccm Kaolinrestlésung [bei py = 4,0] 2mal mit je 
16 com Tonerde C, [= je 0,288 g 'Al,O,] adsorbiert, Adsorbate vereinigt 
und nach 2maligem Waschen mit je 20 ccm 20°/'igem Glycerin [von pq=4,0] 
mit 40 cem 0,04 n-NH, [25°/, Glycerin enthaltend] eluiert, Elution mit 
Essigsiure neutralisiert: Tonerdeelution; Angaben beziehen sich auf ali- 
quote Mengen der Lésungen entsprechend 0,25 ccm Glycerinauszug fiir die 
ereptischen, bzw. 2,25 ccm fiir die katheptischen Enzyme; Angaben fiir 


1 

) A. a. O. 

*) Vgl. dazu Willstatter, Ber. chem. Ges. 55, 3601 und zwar S. 3614 
(1922); 59, 1 und zwar S. 10 (1925); Naturw. 14, 937 und zwar S. 939 
(1926). 





42 E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner, J.J. Bek und E. Blum. 


die Wirkung bedeuten den Zuwachs an cem 0,2 n-NH,, bzw. COOH unter | 


den Bestimmungsbedingungen, und zwar in 24 Stdn. fiir die katheptischey 
bzw. 1 Std. fiir die ereptischen Enzyme.) 





~—e 

















Kathepsin Aus- Carb.-Polyp. Aus- 
Enzymlosung Wir i‘? beute Wi | beute 
ad ns > 1 . re 
Iung | Einh. 0/, kung | Einh. 0) 
Glycerinauszug . . 0,23 | 0,27 0,28 0,012 
Kaolinrestlésung . 0,18 | 0,20 74 — ~~ 
Tonerdeelution . . 0,00 0,00 0 0,00 | 0,00 0) 
} | 
Amino-Polyp. Aus- Dipept. Aus- 
insvmidieung "en Gee beute a ae beute 
Enzymlésung Wir- a, ; Wir. ros . 
kung /o kung nee /o 
Glycerinauszug. . 1,00 | 0,0170 ~ 0,84 0,0140 - 
Kaolinrestlésung . ome _ — 0,44 | 0,0074 52 
Tonerdeelution . . 0,21 | 0,0035 21 0,17 | 0,0030 20 


Tabelle 19. 
Isolierung der Amino-Polypeptidase aus dem ereptischen Enzymgemisch. 


(50 ccm Tonerdeelution, frei von katheptischen Enzymen, nach dem Bei- 
spiel der Tab. 18 gewonnen + 2,5 ccm n-Acetatpuffer [pH = 3,8] 3mal de: 
Adsorption mit je 6,0 cem Eisenhydroxydaufschlammung [= je 0,1962 ¢ 
Fe,O,| unterworfen; Angaben beziehen sich auf aliquote Mengen de: 
Lésungen entsprechend 2,0 ccm Ausgangslésung; Bestimmungsdauer 
60 Min.; Angaben fiir die Wirkung bedeuten ccm 0,2 n-Aziditatszuwachs.) 











Amino-Polyp.}| Aus- | Dipeptidase | Aus- 
nF = a an a bo 
Enzymlésung Wir- lan |, Wir lool 

kung |" /o | kung |" 0 
Ausgangslésung ....... {41,70 |0,028} — 1,36 | 0,023 
Restlésung der 3. Adsorption . | 1,40 0,023] 82 | 0,38 | 0,006] 26 
Restlésung der 3. Adsorption, | 
15 Stunden bei po = 4 und 
Zimmertemp. aufbewahrt . . | 1,40 0,023] 82 0,00 0 0 














IV. Zur Spezifitat der katheptischen und ereptischen Enzyme. 


Die Versuche zur Spezifitaét der einzelnen proteolytischen 
Enzyme aus Organen, Milz und Leber, iiber die wir nachstehend 
tabellarisch berichten, sind in mancher Hinsicht noch unvoll- 
kommen. Ihre Unvollkommenheit ist bedingt durch den Umstand. 
daB von den katheptischen Enzymen keine kathepsinfreie Poly- 
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peptidase, von den ereptischen noch keine polypeptidasefreie 
Dipeptidase zur Verfiigung stand. In manchen Fillen ist es 
also nicht méglich gewesen, zwischen den Wirkungen von Kathepsin 
und katheptischer Polypeptidase, in anderen zwischen denen 
ereptischer Polypeptidase und Dipeptidase zu unterscheiden. Wir 
fiitren unsere Ergebnisse der Ubersichtlichkeit halber zunachst 
nur qualitativ, ohne zahlenmafige Belege, an. 


Tabelle 20. 
Spezifitat der Proteasen in Milz und Leber. 


(Angaben bedeuten: — = negative, -+ = positive, -+-+ verstarkte 
Hydrolyse, 0 = nicht gepriift.) 























Kathepsin moth, + Carb,- Am.- 
Polyp. Am.- | Polyp 
Nr. Substrat ar Pole, ‘ileal 
nicht | htiy nicht sitio Olyp.| + 
aktiv. ~ "| aktiv. | ; Dip. 
Proteine: 
1 jEieralbumin ....... +. 0 | 4 0 0 
2 PGCE ttt 4 —_ | “4 
2 ee ee ee -. } + 0 0 
Proteinabbauprodukte: 
Pepton (ex alb., Merck) +-- 
5 |Papain-HCN-Peptona. Histon] - Py 0 0 
6 | Papain- HCN-Pepton aus Clu- 
eee, 22 eee 0 0 en Ee te 0 0 
7 | Trypt.-Polyp.-Pepton a. Clu- | 
a er er ae ee 0 ; 4 
8 |Trypt.-Polyp.-Pepton a. Sal- | | 
min Penn veiw i SS 0 | 0 
Polypeptide: | 
i re 0 0 > ; © 0 t 
10 |Leucyl-di-glycin . . . : . .J - | 
1] | Leucyl-glycyl-tyrosin. . . . 0 rE | 4 
12 |Pentaglycin. .......j] O 0 0 0 0 
13 | Hexa-glycin . - 
Dipeptide: 
14 | Leucyl-glycin ba oe | 
15 |Glyeyl-tyrosin. ...... 0 0 0 | O 
Peptidderivate: 
16 |Glycyl-glycin-ester. . . . . : 0 0 
17 |Glyeyl-leucin-ester. . . . . 0 0 0 | O 0 + 
18 | Leucyl-di-glycin-ester . . .| — | 0 + 
19 |Chloracetyl-tyrosin ... . = | 0 0 
20 | Benzoyl-di-glycin a oe 
21 |Carbathoxy-glycyl-leucin . .{| O | O + 
22 |Phthalyl-di-glycin . . . . .| O | O 0 +. 0 0 
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Wie aus der Tabelle hervorgeht, beschrinkt sich der Angriff 
des Kathepsins auf natiirliche Proteine, zu deren Abbau das 
Enzym der Hilfe von Aktivatoren bedarf, und auf gewisse Peptone 
der peptischen oder tryptischen Verdauung (Nr. 1—4 u. 7), 
wihrend die durch Papain-Blausiure gebildeten hydrolytischey 
Produkte (Nr. 5 u. 6) durch das Enzym nicht weiter zerlegbar 
sind. Dies ergibt einen Hinweis auf die Ahnlichkeit des hydro- 
lytischen Abbaus durch pflanzliche und durch katheptisclie 
Proteinase. 

Fiir die Spezifitit der katheptischen Polypeptidase ferner 
ist von Interesse ihr Vergleich mit den Wirkungen der tryp- 
tischen Polypeptidase. Eine gemeinsame Voraussetzung fiir den 
Angriff der beiden Enzyme scheint eine gewisse stirkere [oni- 
sation der Carboxylgruppe in den Substraten zu sein, wie sie 
durch bestimmte endstindige Aminosiurereste in den Poly- 
peptiden, beispielsweise durch Tyrosin (Nr. 11), oder durch die 
Acylierung der Peptide (Nr. 19—22) bewirkt wird.t) Die Wirkung 
der ereptischen Enzyme andererseits findet man, den Erfahrungen 
an den Enzymen aus Pankreas und Darm entsprechend?), ab- 
hingig von der Gegenwart einer freien Aminogruppe, an welcher 
wohl auch hier die Anlagerung der Enzyme erfolgen wird. Der 
Spezifititsbereich der Amino-Polypeptidase aus den Organen 
scheint sich indessen mit dem des pankreatischen oder intes- 
tinalen Enzyms nicht voéllig zu decken; die Unangreifbarkeit der 
tryptischen Peptone aus Protaminen, Clupein oder Salmin (Nr. 7 
u. 8), welche durch Amino-Polypeptidase aus dem Verdauungs- 
trakt leicht zerlegt werden*), deutet darauf hin. Es bleibt zu 
priifen, ob diese Unterschiede in der Spezifitét durch die Gegen- 
wart einer weiteren Peptidase im Verdauungstrakt bedingt werden, 
welche in den Organen nicht anzutreffen wire. 

Weitere Feststellungen betreffen die Bedeutung der Akti- 
vatoren, Zookinase, Blausiure oder Schwefelwasserstoff, fiir ie 
Wirkungen der katheptischen Enzyme. Es erscheint bemerkens- 


!) Vel. dazu Waldschmidt-Leitz, Klein u. Schaffner, Ber. chem. 
Ges. 61, 2092 und zwar S. 2094 (1928). 

2) Vel. v. Euler u. Josephson, Diese Z. 157, 122 und zwar S. 124; 
162, 85 (1926); 166, 294 und zwar S. 313 (1927); Waldschmidt- Leitz, 
Schaffner, Schlatter u. Klein, Ber. chem. Ges. 61, 299 und zwar S. 303 
(1927/28). 

3) Vel. Waldschmidt-Leitz, Schaffner u. Grassmann, Diese Z. 
156, 68 und zwar S. 72 (1926). 
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Tabelle 22. 
Spezifitat der ereptischen Enzyme. 
(a) Amino-Polypeptidase -+- Dipeptidase: Glycerinauszug aus frischer Milz, durch Behandlung mit Kaolin von Zookinase 
und durch Adsorption an Tonerde C, und Elution von katheptischen Enzymen befreit; b) Amino-Polypeptidase: 
Dipeptidase aus der Lésung zu a) durch Einwirkung von Eisenhydroxyd abgetrennt; pa = 8,0; 30°; Volumen 10,0 ccm; 
Angaben fiir die Wirkung bedeuten den Zuwachs an ccm 0,2 n-COOH, bzw. NH,). 

















Amino-Polypeptidase Amino-Polypeptidase (A) + Dipept. (D) 
Angew. anniens Genmmmemeneenents Gumeeee commen wanee . 
Substrat a Angew. Zeit Angew. Einheiten Zeit 

5 ys¥ y a tae con Tele y 

Einheiten, Stdn,  Wirkung) : Stdn. | Witkung 
Pepton (ex albumine, Merck). ... . 200 — 0,017 0,014 5 0,02 
Trypt. Polypeptidasepepton aus Clupein}| 100 0,017 0,014 10 0,02 
Trypt. Polypeptidasepepton aus Salmin]| 100 ~ 0,017 0,014 10 0,03 
Di-glycyl-glycin ......4..... 34,0 —— — | — 0,019 0,015 5 1,75 
d,l-Leucyl-glycyl-glycin —. 24,4 — - = 0,017 0,014 5 1,31 
d,l-Leucyl-glycyl-l-tyrosin  ...... 35,0 0,023 5 0,12 0,017 0,014 5 0,38 
Tetra-glycyl-glycin. . ........ 60,6 — --- — 0,019 0,015 | 5 0,65 
Penta-glycyl-glycin ......... 72,0 0,021 | 15 0,32 0,019 0,015 | 5 0,37 
Glycyl-l-tyrosin ........... 39,7 0,021 | 5 0,03 0,017 0,014 5 0,19 

| | 

Glycyl-d,l-leucin-ester-HC] . 2. 2. . . 36,0 | - 0,017 0,014 5 0,21 
d,l-Leucyl-glycyl-glycin-ester-HCl . . . 68,0 | 0,017 0,014 5 0,16 
Benzoyl-glycyl-glycin  ........ 36,0 0,023 | 12 0,02 0,009 0,007 12 0,03 
Carbathoxy-glycyl-d, l-leucin _ 36,0 —— — —— 0,009 0,007 12 0,02 
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wert, daB die Hydrolyse von EiweiBabbauprodukten durch 
Kathepsin wie durch katheptische Polypeptidase (Nr. 4—7) auch 
ohne Gegenwart von Aktivatoren erfolgt, desgleichen die Spaltung 
des tyrosinhaltigen Tripeptids durch die Polypeptidase (Nr. 11), 
wibrend das Enzym acylierte Peptide nur in aktivierter Form 
zu zerlegen vermag (Nr. 19—22). Dieser Unterschied sollte fiir 
die Aufklérung der spezifischen Funktion der katheptischen 
Aktivatoren, z. B. der Blauséure, Bedeutung erlangen. 

Die experimentellen Unterlagen der Spezifitiitsprifung ver- 
zeichnen wir vorstehend tabellarisch. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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Uber die Einheitlichkeit der Darmdipeptidase. 
Von 
K. Linderstrem-Lang. 


Mit 7 Figuren im Text. 





(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen ) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Januar 1930.) 


In zwei friiher erschienenen Arbeiten’?) hat der Verfasser 
mit M. Sato die Anschauung vertreten, daB im Darm und Malz 
zwei Dipeptidasen vorhanden seien, ein wesentlich leucylglycin- 
spaltendes (Peptidase II) und ein wesentlich alanylglycinspalten- 
des Enzym (Peptidase I). Es wurde festgestellt (vgl. die neuen 
Versuchsbelege dieser Arbeit), daB die ausgepragte alanylglycin- 
und glycylglycinspaltende Tatigkeit der frischen, glycerinhaltigen 
Darmausziige (oder Malzausziige) beim Stehen der Ausziige teil- 
weise zugrunde geht, wahrend die leucylglycinspaltende Wirk- 
samkeit in viel geringerem Ma8e durch Aufbewahrung beeinflubt 
wird. WiaBrige Ausziige, getrocknete Darmpulver sowie auch 
dialysierte Malzausziige haben Kigenschaften, die mit denjenigen 
der gealterten Glycerinextrakte sich vergleichen lassen. Der 
Quotient Q zwischen den Geschwindigkeiten der Alanyl- (bzw. 
Glycyl-) und der Leucylglycinspaltung (vgl. Tabb. 1a und 1b) ist 
somit von dem Alter und der Darstellung der Enzymlésungen 
sehr abhingig, was wir in der obengenannten Weise zu deuten 
versucht haben. Diese Deutung ist nun neulich von Grass- 
mann und Klenk3), die die ganze Frage der Enzymmessung 
einer interessanten Kritik unterwerfen, in Zweifel gezogen worden. 
Durch eine Reihe von sorgfiltigen Affinitatsmessungen haben sit 
festgestellt, daB die ereptischen Enzyme der Hefe und Niere eine 
viel gréBere Affinitiit zum Leucylglycin haben als zum Glycy!: 
glycin (und Alanylglycin), und erkliren die von Ihnen und von 
uns (und anderen) gefundenen Schwankungen der Geschwindis- 
keitsquotienten (Q) durch den ungleichen EinfluB hypothetischer 
Hemmungskérper auf die Anlagerung eines einzigen Enzyms 3! 
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die genannten Substrate. Dieser Gedankengang ist uns nicht 
fremd, obwohl der groBe Affinitiitsunterschied uns iiberrascht hat. 
Kr kann in auBerordentlich vielen, ja wohl in allen Fallen zur 
Anwendung gebracht werden, weil es sehr schwierig ist, die ‘l'otal- 
anlagerung des Enzyms an das Substrat festzustellen, teils wegen 
Abweichungen von den einfachen Gasgesetzen, teils weil die 
Hemmungswirkung sich nicht auf ein Herabsetzen der Anlagerungs- 
affinitat zu beschranken braucht, sondern auch sowohl die An- 
lagerungs- als die Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-Substrat- 
verbindung beeinflussen kann. Es scheint mir indessen, daB diese 
Schwierigkeiten sich mit derselben Starke gegen den Beweis fiir 
die EKinheitlichkeit als gegen den Beweis fiir die Nicht-Einheit- 
lichkeit einer Enzymlésung auftiirmen, und es ist wohl kaum 
moglich, mit unserer gegenwirtigen Kenntnis der Enzyme mehr 
als einen Wahrscheinlichkeitsbeweis fiir die eine oder die andere 
Anschauung zu liefern. 
Tabelle la. 

()-Werte der verwendeten Enzymlésungen in phosphatgepufferter Lésung 
hei py 7. Verdauungszeit 30 Min.; c,, ccm Enzymlésung pro 2 ecm Ver- 
dauungsansatz. 2,, und 2,,, Alanylglycin- bzw. Leucylglycinspaltung 
in ecm n/20-HC!l pro 2 cem Verdauungsansatz ausgedriickt. Substrat- 


konzentration 0,1 m. (Uber Darstellung der Enzymlésungen und Versuchs- 
methodik vgl. S. 63— 67.) 

















Enzymlésung Cr Lag Lrg a) 
rrischer Glycerinauszug V,. . 0,04 1,288 0,110 11,7 
Glycerinauszug IV,, 6 Monate 
gealtert ae ae 0,4 0,708 0,204 8,48 
Wasserauszug D, 1 Woche alt 0,2 0,060 0,152 0,40 


Tabelle 1b. 


()-Werte der verwendeten Enzymlésungen in Ammoniumchlorid~Ammoniak- 

puffer bei py 7,9. Verdauungszeit 15 Min.; ¢,, cem Enzymlésung pro 

2cem Verdauungsansatz. 2,, und 2, ,, Alanyl- bzw. Leucylglycinspaltung 

in cem n/20-KOH pro 2 cem Verdauungsansatz ausgedriickt. Substrat- 

konzentration 0,1 m. (Uber Darstellung der Enzymlésungen und Versuchs- 
methodik vgl. S. 63 —67.) 








Enzymlésung Cr LAG *1¢ Vv 
Vv; 0,04 0,564 0,142 3,98 
IV, 0,4 0,435 0,352 1,24 
D 0,2 0,058 0,230 0,25 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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Der mathematischen Verwertung der Versuchsresultate nach Grass 
mann und Klenk kann ich somit nicht denselben Wert zuschreiben wie dj, 
Verfasser selbst. Wegen des Mangels an Puffer variiert die Lonenstiirk, 
ihrer Versuchslésungen stark mit der Substratkonzentration, was den Ver 
gleich der Aktivitaéts-p,-Kurven mit einfachen Ionisationskurven seh; 
schwierig macht. Wenn anBerdem nicht die geringste Andeutung yoy, 
einem Anfang eines asymptotischen Verlaufs zu spiiren ist, wird die Ey. 
mittelung der A-Werte zu ungenau, um zu einem quantitativen Vergleic| 
zu ermutigen. 


Trotzdem ist es wichtig, den von Grassmann und Klenk 
erhobenen Bedenken einige Tatsachen gegeniiberzustellen, dic 
fiir die Nichteinheitlichkeit der Darmdipeptidase deutlich 2 
sprechen scheinen. Wir wollen uns hier hauptsiichlich mit de: 
Alanyl- und der Leucylglycinspaltung beschaftigen. (Das Ver. 
halten der Malzpeptidasen wird in einer folgenden Arbeit be- 
sprochen.) 

Tabelle 2. 
Spaltung des Alanylglycins durch Mischungen von Glycerinauszug V, mi: 
Glycerinauszug IV, und Wasserauszug D. Verdauungszeit 30 Min., p,; 7.. 
Phosphatpuffer. (Vgl. Tab. 1a und 8. 63-67.) 





Konzentration | Konzentration | onzentration 
von V, von IV, von D AG 
0,04 0 0 1,292 
0,04 0,12 0 1,514 
0 0,12 0 0,232 
0,04 0 0,3 1,320 
. 0 0) 0,3 0,108 











1. Nach der Grassmannschen Auffassung sollen die ge- 
aiterten Glycerinausziige und die wiBrigen Extrakte einen Hen- 
mungskérper enthalten, welcher mit der Dipeptidase eine Ver- 
bindung bildet, aus welcher wohl Leucylglycin, nicht aber Alany)- 
glycin das Enzym zu lésen vermag. Wenn man dann vorliiut: 
den extremen Fall ausschlieBt, da& die Konzentration des Hen- 
mungskérpers kleiner ist als die des Enzyms und daB gleich: 
yeitig die Bindung des Hemmungskérpers an das Enzym tota. 
ist, so muf man erwarten, dai gealterte Glycerinausziige (un¢ 
W asserausziige) eine starke hemmende Wirkung auf die Alanylglycr- 
spaltung der frischen Glycerinextrakte haben. Dies ist aber nicl 
der Fall. Mischungen zweier Knzymlésungen geben Spaltunge. 
die sich annihernd additiv aus den Kinzelspaltungen der Enzym- 
lésungen zusammensetzen. Aus diesem Resultat liBt sich noc 
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ableiten, daB von Hemmungskorpern, die die bildungs- oder Zer- 
‘allsgeschwindigkeit der Kuozym—Substratverbindung beeinflussen, 
kaum die Rede sein kann (vgl. Tab. 2). 

2. Weder mit einem frischen, noch mit einem gealterten 
Glycerinauszug aus Schweinediirmen ist ein sicherer Gang der 
Antangsgesch windigkeit der Alanylzlycinspaltung nachzuweisen, 
wenn die letztere bei p, 7 in phosphatgepufferter Lésung ge- 
messen wird, und die Substratkouzentration zwischen 0,025 m und 
0.400 m variert. Dasselbe gilt fir die Leucylglycinspaltung 
‘unerhalb des Konzentrationsbereichs 0,0125—0,l m (vgl. Tabb. 3 
und 4’. Der hypothetische Hemmungskiérper des _ gealterten 
Glycerinauszugs muB daher (auBer den Kigenschaften, die den 
unter 1. besprochenen extremen Fall charakterisieren) folgende 
Kigenschaft besitzen. Er mu bei jeder untersuchten Leucyl- 
elycinkonzentration das Kuzym zum Leucyl-glycin vollig abgeben, 
und er mub dem Alanylglycin bei jeder Konzentration das Enzymn 
voliig entziehen. Wie es leicht zu berechnen ist, laBt sich hier- 
aus schlieBen, daB die Affinitat des Knzyms zum Leucylglycin 
wenigstens 3000 mal*) gréBer als die Affinitat zum Alanylglycin 
sein muB, wenn ein Hemmungskirper fiir die Schwankungen 
des @ verantwortlich gemacht werden soll. 


Tabelle 3. 
Spaltung von Alanyl- und Leucylglycin mit frischem Glycerinauszug V, bei 
verschiedener Substratkonzentration. py, 7,0, Phosphatpuffer. e, = 0,04. 
, Verdauungszeit. ¢,,, und ¢,,,, Molaritiit der Peptide im Versuchsansatz. 
(Vgl. Tab 1a und 8S. 63—67.) 











TAG of A 

CAG ; i a 
¢=6Min. | ¢= 12 Min. ¢ = 30 Min 

0,025 0,222 0,362 0,00625 0,095 
0,050 0,272 | 0,518 0,0125 0,118 
0,100 0,272 0,576 0,025 0,114 
0,200 0,276 0,570 0,050 0,126 
0,400 0,264 0,530 0,100 0,110 





*) Diese Zahl entspricht noch dem fiir die Hemmungstheorie sehr 
Junstigen Falle, daB die Enzymkonzentration neben der des Hemmungs- 
KOrpers zu vernachlissigen ist. Sind die Konzentrationen des Hemmungs- 
korpers und des Enzyms von derselben GréBenordnung (vgl. 1), wird die 
Zahi viel gidBer. 

4* 
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Tabelle 4. 

Spaltung von Alanyl- und Leucylglycin mit dem gealterten Glycerin. 
auszug 1V, bei verschiedener Substratkonzentration. cy = 0,4, sonst wir 
in Tab. 3. (Vgl. Tab. 1a und S. 63—67.) 














L4G ad 
CAG CLG — 
t = 15 Min. ¢ = 30 Min. t = 30 Min. 

0,025 0,280 0,462 0,0125 0,162 
0,050 0,320 | 0,608 0,025 0,200 
0,100 0,334 0,708 0,050 0,190 
0,200 0,358 0,750 0,100 0,204 
0,400 0,332 0,740 

0,800 0,29 0,68 


3. Wie es aus 2. hervorgeht, geben einfache Affinitiits. 
messungen keine Antwort auf die Frage nach dem Quotiente 
der Aftinititen des Darmenzyms zum Leucylglycin und Alanyl- 
elycin. Indessen gibt es eine direkte Methode die eine Messung 
von diesem. Affinititsquotienten erlaubt. 

Mischt man Alanylglycin (Konzentration c,g) und Leucyl- 
glycin (Konzentration c,g) und lift das Enzym auf sie einwirkey, 
wird es sich zwischen den beiden Peptiden verteilen. Wenn mai 
deshalb die so gefundene Aufangsgeschwindigkeit vpg44q, mit 
denjenigen v2,;,, und v4, vergleicht, welche unter sonst gleichen 
Verhaltnissen bei der Verdauung der einzelnen Substrate in dex 
doppelten Konzentrationen (2c,;, 2c, ) erhalten werden, be- 
kommt man eine direkte Auskunft iiber die Verteilung des 
Enzyms. Dieses muB nimlich unabhingig von der KEnzyn- 
konzentration und von der Anwesenheit eines Hemmungskorper: 
gleichmiiBig zwischen beiden Substraten verteilt sein, wenn 


1 
\ =e ii 
(1) VLG 44G = > (La Ft V24G)- 


Man verfihrt dann bei der relativen Affinitiitsbestimmung in der 
Weise, dab z. B. die Alanylglycinkonzentration der Substrat- 
mischung konstant gehalten wird, die Spaltung bei verschiedenet 
Leucylglycinkonzentrationen gemessen und das Mischungsverhiiltms 
(e¢r¢/cag), wo die Gleichung (1) erfillt ist, aufgesucht wird. Bei 
einer einfachen Uberlegung ergibt sich dann 
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wo A,,¢ und Ky, die Dissoziationskonstanten der entsprechenden 
Kuzym—Substratverbindungen sind. 

Um die Richtigkeit dieser Relationen klar zu machen, geniigt die 
folgende Betrachtung, welche auf einfachen Gesetzen fuBt. Gegeben seien 
eine Lésung von Alanylglycin (Konzentration 2¢,,.) und eine Lésung von 
Leucylglycin (Konzentration 2¢,_,). Beide Lésungen haben dasselbe 
Volumen und sind mit derselben Menge von Enzym (Konzentration Cp) und 
Hemmungsk6érper versetzt. Ferner haben sie dasselbe py usw. Getrennt 
reben diese Verdauungsfliissigkeiten die Anfangsgeschwindigkeiten (eem 
n/20-KOH pro 2 ecem, pro Minute) 
und 


0 AG VILG) 
cemischt die Geschwindigkeit (eem n/20-KOH pro 2 cem der Mischung 
pro Minute) 


VAG +LG) 


WO Vugazg Mit %4¢ und v,,,, durch (1) verkniipft sei. Diese Be- 
dingung bedeutet nun nichts anderes als dab die Spaltung der Substrate 
in der Mischung genau so fortschreitet als wenn die Lésungen getrennt 
gehalten waren, was nur der Fali sein kann, wenn ihr Gleichgewicht bei 
der Mischung nicht gestért wird. Die Konzentration des freien, weder am 
Substrat noch am Hemmungskérper gebundenen Enzyms c,,,, mu8 deshalb 
in beiden Lésungen gleich sein und dasselbe gilt somit auch fiir die Kon- 
zentration der Enzym—Hemmungskorperverbindung, sowie auch der 
Enzym-Substratverbindung. Wird dieze letztere mit c, 4, bzw. ¢,, ,; 
bezeichnet, ergibt sich dann, unabhingig von der Konzentration des Enzyms 
oder Hemmungské6rpers, 
(3) Chaco = °ELG; 
was einer gleichmiBigen Verteilung des Enzyms entspricht. (3) Mit den 
wohlbekannten Gleichungen 

Cpr’ 2Cyq = Aya erasa, 


9 —_ F . 
Crp 2epq = Apg* erie 


verkniipft, gibt die Relation (2). Aus (3) liBt sich noch mit Hilfe der 
Ausdriicke: 


—e 


2AG “AG 


S) 
| 


KAG ) 
a 
Vong = AiG Cre 


die wichtige Gleichung ableiten 





{. — sé po 
. Vorq Kig *"’ 
in welcher Q, eine fiir ein einheitliches Enzym invariante Grobe darstellt. 
Es mu8 doch schlieSlich nochmals betont werden, da8 es noch die 
strenge Ableitung soleher Gleichungen unter Beriicksichtigung etwaiger 
Anderungen der Zerfallsgeschwindigkeit und Abweichungen von den Gas- 
gesetzen fehlt. Sie haben somit beschriinkte Giiltigkeit. Ihre Sicherheit 
wird doch in Fiillen, wo die Spaltung weitgehend von der Substratkonzen- 
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tration unabhiingig ist, ziemlich gro8, weshalb sie sich fiir die Unter. 
suchung des Darmerepsins besonders eignen. 

Die Methode J&Bt sich natiirlich nicht verwenden, wenn », | 
und vy, etwa gleich sind. Auch ist es vorzuziehen, daB das am 
langsamsten spaltbare Peptid das Enzym am stirksten bindet. 
Sonst wird die Genauigkeit der Versuche stark beeintrichtigt, 
weil bei niedrigen Peptidkonzentrationen die KEnzymkonzentratioy 
oder die Verdauungszeit klein gewihlt werden muB. Bei der 
Untersuchung frischer Glycerinausziige von Diarmen liegen die 
Verhiltnisse insofern giiustig, als vy, etwa 10 mal gréBer als »,, 
ist und A,,, kleiner als Ay; g-funden wird, aber wegen der 
Gribe des Affinititsquotienten muB trotzdem entweder c,,; so 
groB oder c,, so klein gewiihit werden, daB die Genanigkeit 
einer strengen Affinitatsbestimmung auch hier beeintr&chtigt wird 
(vel. Grassmann und Klenk). Eine solche ist indessen aucl; 
nicht das Ziel der vorliegenden Arbeit. Nach der Anschauursz 
des Verfassers enthilt ja Darmerepsin zwei Enzyme (vel. spiiter,, 
die die heiden Peptide zu spalten vermégen, und eine gleich- 
zeitige Wirkung dieser Enzyme kann deshalb die Bestimmung 
storen. 

Tabelle 5. 
“paltung von Alanylglycin unter Zusatz von Leucyiglycin in wechselnd 
Konzentration. Glycerinauszug V,. py; 7, Phosphatpuffer. ¢,. = 0,0), 
Verdauungszeit 30 Min. (Vgl. Tab». 1a und 3 und S. 63—67.) 











C4 G CLG x 4 G+LG 
0,400 0.0 1,292 
0,400 0,00625 0,878 
0,400 0,0125 0,652 
0,400 0,025 0,432 
0,400 0,050 0,226 
0.400 0,100 0,158 

0 0,0125 0,118 

0 0,0250 0,114 


Fiir den Zweck, wahrscheinlich zu machen, daB die Zwel- 
Enzymtheorie richtig ist, geniigen dann die in den Tabb. 5 und 6 
angefiihrten Resultate, wenn sie mit den obenerwihuten (2) 2u- 
sammengestellt werden. Teils wegen der Unabhiingigkeit de 
Spaltungen von der Substratkonzentration (Tabb. 3 und 4) teil: 
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wegen der anniahernden Proportionalitiit zwischen Umsatz un 
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Tabelle 6. 


spaltung von Alanylglycin unter Zusatz von Leucylglycin in wechselnder 

Konzentration. Glycerinauszug V,. p,; 7,9, Ammoniumchlorid~Ammoniak- 

puffer. ¢, = 0,04, Verdauungszeit 15 Min. (Vegi. Tabb. 1b und 3 und 
S 63—67 ) 











CAG 1G LAG ELG 

0,400 0 0,521 

0,400 0,00625 0,484 

0,400 0,0125 0,400 

0,400 0,025 0,322 

0,400 0,05 0,219 

0 0,025 0,126 

0 0,050 0,134 

ws 9 

} | 
| | 
| \ | 
00;-* : | 
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{| | | 
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Hemmung der Alanylglycinspaltung durch Leucylglycin in verschiedenen Konzentrationen 


C4¢, =¥,t m 


Die Kurven entsprechen den Zahlen der Tabellen 5 und 6. 


Zeit lassen sich in der Gleichung (1) erstens v,g und vw» 4,; 
mit vp, und v4,;, zweitens vzy44G, VLG VAG mit 226446; 
rig, 4g umtauschen, wenn die x-Werte noch bedeutend kleiner 
sind als die Totalspaltung der angewandten Peptidmengen. Die 
gleichmaBige Enzymverteilung in der Substratmischung wird somit 
annihernd durch den Ausdruck: 

- 1 | 

\9) TMrhGe4+AaG = > (tre + 2G) 


charakterisiert. 
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Wie die Tabb. 5 und 6 mit Fig. 1 zeigen, ist (5) erfillt, wen, 


CAG Kay 32 bei 7 
“LG = Ky; = etwa 32 bei Pu i, 
und 
Cy G K, G 4 , 
— = ——— = etwa 16 bei p,, 7,9 
Cr u Ay G 


ist. Der Affinitatsquotient scheint somit nicht hinreichend gro 
zu sein, um einen KinfluB eines spezifischen Hemmungskérpers 
auf die Q-Werte zu erlauben. In Tab. 7 sind einige Messungey 
der Geschwindigkeitsquotienten, Y,, die bei den Konzentrationen 
e4y = 0,400 und c,,; = 0,0125 (p,, 7) bzw. ezg = 0,025 (p,, 7,9) 
init drei verschiedenen Enzymlésungen erhalten werden, angefiihrt. 
Der Vergleich dieser GréBen Q, mit den friher (Tabb. 1a und 1) 
bei aiquimolarer Konzentration der zwei Peptide gefundenen 
(Juotienten Q zeigt nur kleine Diflerenzen, die sich alle auf Ab- 
weichungen der bei niedrigen Peptidkonzentrationen gefundenen 
z,qg-Werte von den wahren Antfangsgeschwindigkeiten zuriick- 
fiihren lassen. Es muB deshalb als sehr unwabhrscheinlich be- 
zeichnet werden, daB die Knzymlésungen einheitlich sind. 


Tabelle 7. 
Ermittelung des Quotienten (, fiir verschiedene Enzymlésungen. 
Vyl. Tabb. lau. 1b.) ¢,,, = 0,400 m, ¢, ,, = 0,0125 m (A) bzw. 0,025 in (15 





y 
entnomme:: 
A. py 7. Phosphatpuffer. Verdauungszeit 30 Min. 
V, 0,04 1,334 0,118 11,3 11,7 
IV, 0,4 0,740 0,162 4,56 3,48 
D 0,2 0,068 0,140 0,48 0,40 
Bb. py 7,9. NH,CI—NH,-Puffer. Verdauungszeit 15 Min. 

V, 0,04 0,521 0,126 4,14 3,98 
IV, 0,4 0,466 0,305 1,53 1,29 
D 0,2 0,056 0,172 0,33 0,25 

















4. Wie Grassmann und Klenk hervorheben betrifft die 


hemmende Wirkung mancher Substanzen nur den alkalischen Ast 
der Aktivitaét-p,-Kurve des Enzyms, und eine Verschiebung des 
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Tabelle 8. 
Spaltung von Glycylglycin, Alanylglycin und Leucylglycin mit einem 
4 Monate lang gealterten Glycerinauszug. 
30 Min. 40° ¢,, cem Enzymlésung pro 2 cem Verdauungsansatz 


x, Carboxylzuwachs in ecm n/20-KOH pro 2 cem Verdauungsansatz. 
Substratkonzentration 0,1 m. (Uber die Methodik vgl. S. 63—67.) 

















Glyeylglycin Alanylglycin Leucylglycin 
cy = 0,4 Cy = 0,05 cy = 0,4 
Pu | od Pr t Pir ad 
| 

5,85 0,09 6,0 | 0,11 6,35 0,50 
6,35 0,27 65 =| 0,31 6,55 0,64 
6,65 0,33 6,95 | 0,83 7,0 0,86 
7,15 0,40 7,45 0,33 7.5 1,09 
1,65 0,40 1,75 0,35 7,85 | 1,20 
7,9 0,48 8,0 0,33 8,2 | 1,16 
8,2 0,25 8, 0,28 8,55 | 1,05 
8,55 0,14 86 | 0,20 9,1 0,60 














> 








x — 








n 
ky = ~ > 


Fig, 2, P,,-Kurven der Spaltung von Leucyl-, Alanyl- und Glycylglycin. Die punktierten 

Kurven sind der Arbeit von Linderstrom-Lang und Sato entnommen. Glycerinauszug IV,, 

i frisch, II 4 Monate alt. Die Enzymkonzentration war in den Alanylglycinversuchen 8 ma! 
kleiner als in den idbrigen. 


Die ausgezogenen Kurven entsprechen den Zahlen in Tabelle 8. 





58 K. Linderstrom-Lang, 


p, -Optimums nach der saueren Seite muB in solchen Fallen mi: 
der Steigerung der Konzentration des Hemmungskorpers paralle! 
gehen. Nun ist von uns eine solche Verschiebung nie beobachtet 
worden. Im Gegenteil ist mit fallendem Q ,,stergender Hemmungs. 
wirkung* eine Verschiebung nach der alkalischen Seite zu _no- 
tieren — vgl. die Figg.1 und 3 in der Arbeit von Linderstrem- 
aang und Sato’) und beistehende Fig. 2, die die p,-Kurven 
eines Glycerinauszugs zeizt (IV,, vgl. S. 63), I, im frischen Zu- 
stande (der Abhandlung*) entnommen), H, nach Aufbewahrung 
wihrend 5 Monate bei —10° Wie friiher erwithni!?) muB diese 
Verschiebung durch den steigenden EinfluB der stabileren Pepti- 
dase I], deren p,,-Optimum etwa 0,8 p,,-EKinheiten alkalischer het 
als das der unbestiindigeren, langsam zerfallenden Peptidase |, 
erklirt werden. 


Die Kritik Grassmanns und Klenks scheint somit nicht 
bereciitigt zu sein was das endliche Resultat betrifft. Die An- 
schauung muB festgehalten werden, da8 Darmerepsin zwei Dipepti- 
dasen enthilt, und die friiher gegebene Charakterisierung dieser 
Kinzyme bedarf keiner Korrektion. Es ist wichtig, nochmals zu 
betonen, daB beide Peptidasen héchst wahrscheinlich alle dre: 
Peptide, Leucyl-, Alanyl- und Glycylglycin angreifen. Die starke 
Hemmung der Alanylglycinspaltung durch Leucylglycin ist woll 
kein Beweis fiir die Angreifbarkeit des letzteren durch Peptidase I — 
beispielsweise setzt Leucylglycin auch die Alanylglycylglycinspaltung 
recht stark herab (vgl. Tab. 9) — aber das ausgeprigte Affinitits- 
verhiiltnis, iiber welches Grassmann und Klenk berichten und 
welches wir analog beim Darmerepsin finden, ist wabrscheinlich 
doch eine Einstellung der Dipeptidase I gegeniiber zwei ihrer 
Substrate. Das friiher von uns untersuchte Glycylglycin ist in 
dieser Arbeit nicht beriicksichtigt worden. Seine Affinitét zur 
ipeptidase I ist doch sicher geringer als die des Alanylglycins 
‘Tab. 10), und Hemmungsstoffe kénnen vielleicht hier die Q- Werte 
unsicher machen. Die friiher gefundenen, nicht unerheblichen 
Variationen des Quotienten zwischen Alanyl- und Glycylglycin- 
spaltungsgeschwindigkeit deuten darauf hin. Es ist auch méglicl, 
daB die von Grassmann und Klenk gegebene Erklirung, der 
friiher von uns gefundenen starken zeitlichen Abnahme der Gly- 
cylglycinspaltungsgeschwindigkeit richtig ist, daB sie auf eine 
Hemmungswirkung zuriickzufihren ist (kann iberhaupt hierzwischen 
Hemmung und Zerstérung unterschieden werden?) Ich benutze 


ih RO ROE 
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‘» dieser Verbindung die Gelegenheit vor der Verwendung von 
(ummistépseln in den Verdauungsgliischen zu warnen. Unter 
Umstiinden, besonders wenn neu, kénnen sie hemmende Substanzen 
abgeben, welche die Wirkung der Peptidase I stark herabsetzen. 
ich halte es fiir méglich, daB unsere ersten Versuche mit Glycyl- 
vlycin wegen dieser Hehlerquelle weniger sicher sind, Auch mub 
die groBe Bedeutung des Glyceringehaltes der Verdauungsfliissig- 
<eiten fir die Reproduzierbarkeit der Versuche betont werden. 


Tabelle 9. 
Hemmung der Alanylglycylglycinspaltung durch Leucylglyein, bei p,, 7,0, 
Phosphatpuffer, ¢,,,,,, Molaritét des Alanylglycylglycins. Verdauungszeit 
30 Min. Glycerinauszug V,, ¢,, = 0,04. (Vgl. Tab. 1a und 8S. 63—67,) 











CAGG CLG uw 
0,05 0 0,590 
0,05 0.05 0,326 

0 0,05 0,102 


Tabelle 10. 
Hemmung der Alanylglycinspaltung durch Glycylglycin bei p,, 7,0, Phos- 
phatpuffer. ¢,.,,, Molaritét des Glycylglycins. Verdauungszeit 30 Min. 
Glycerinauszug V,, c, = 0,04. (Vgl. Tab. 1a und 8S. 63 —67.) 











CAG CEG we 
0,100 0 1,298 
0,100 0,03 1,280 
0,100 0,05 1,264 

0 0,05 0,118 


Die weitere Spezifitit der Peptidase [ ist noch zu_ unter- 
suchen. Wird der Beweis fiir die an und fiir sich recht wahr- 
scheinliche Annahme gefiihrt, daB sie nur Dipeptide mit freier 
a¢-Aminogruppe, nicht aber Tri- und Polypeptide angreifen kann, 
muB sie als die Amino-Dipeptidase des Darmes bezeichnet werden. 
Dieser Beweis ist aber noch nicht gegeben. Was nun Peptidase II 
betrifft, wollen wir die Arbeitshypothese aufstellen, da’ sie haupt- 
sichlich Leucylpeptide unabhiingig von der Linge der Peptidkette 
angreift: Sie ist somit nicht einfach eine Dipeptidase. Obwohl 
die in dieser Richtung ausgefiihrten Versuche noch nicht ab- 
seschlossen sind, verdienen sie wegen ihrer Bedeutung fiir die 
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Befestigung der aus den Affinitatsversuchen hergeleiteten Gesichts. 
punkte kurz besprochen zu werden. Wie schon friiher fiir die 
Malzpeptidase II wahrscheinlich gemacht wurde®), spaltet dieses 
Kinzym sowohl Leucylglycin (ZG) als Leucylglycylglycin (1 GG) und 
die Spaltung des Tetrapeptids Leucyldiglycylglycin (1GGG) wird 
in einer folgenden Arbeit sichergestellt. Nun gilt fiir Darmerepsin 
das niimliche. Die mit I bezeichneten Kurven der Fig. 3 (vgl. 
Tab. 11) zeigen die deutliche Parallelitit der Spaltungen dieser drei 
Leucylpeptide durch einen gealterten Wasserauszug getrockneten 
Darmpulvers, Peptidase II enthaltend. Das Optimum liegt, wie 
iriiher angegeben, bei 8,1—8,2. Ganz anders verhilt sich eine 
Lésung der von Waldschmidt-Leitz, Ballsund Waldschmidt- 
(graser°) entdeckten Polypeptidase des Darmerepsins. Diese 
Lésung, die bei der Adsorption eines 4 Monate gealterten Glycerin- 
auszugs (IV,, vgl. S. 63) mit Ferrihydroxyd in sauerer Lésung®) 
als Restlésung gewonnen wurde, gibt die mit II bezeichnete Kurve 
der Fig. 3 (p,,-Optimum 7,1—7,2) und ist von /,G-spaltender sowie 
auch von LGGG-spaltender Titigkeit weitgehend befreit (vgl. 
Tab. 12). Tab. 13 zeigt das analoge Resultat eines spiteren 
Adsorptionsversuches. Der Auszug IV, war dann 6 Monate alt. 
Wie ersichtlich ist, sinken bei der Adsorption die LG- und die 
LG GG-Spaltung annihernd proportional, und es ist somit eine 
interessante Frage, wie weit die Waldschmidt-Leitzsche Poly- 
peptidase iiberhaupt LGGG spalten kann. Um nicht in die Arbeit 
dieses Forschers einzugreifen, habe ich indessen dieses Problem 
nicht weiter verfolgt, als es fiir die Untersuchung der Peptidase [| 
notig war. 
Tabelle 11. 
Pu-Kurven der Spaltung von Leucylglycin, Leucylglycylglycin und Leucy!. 
diglyeylglycin durch einen gealterten wiibrigen Auszug aus Darmpulver. 
Peptidase II enthaltend. ¢, = 0,2. ¢=30 Min. Substratkonzentration 0,1 m. 
(Uber Versuchsmethodik und Bezeichnungen vgl. S. 63—67.) 





Leucylglycin Leucylglycylglycin Leucyldiglycylglycin 
Pu x Pu % Pu ad 
665 | 043 | 66 | 0,49 7,6 | 0,92 
7,05 0,63 70 | 0,68 8.5 1,15 
7,85 0,84 78 | 0,98 9,1 0,82 
8,25 0,96 82 | 1,02 
$,7 0,75 86 | 0,94 
9,1 0,46 91 | 9,68 
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Tabelle 12. 


Spaltung von Leucylglycin, Leucylglycylglycin und Leueyldiglycylglycin 

durch eine Restlésung eines Ferrihydroxyd-Adsorptionsversuches mit IV,, 

4 Monate alt. (Vgl. 5.63.) 20cem IV, + 1,6 ecm 1n-Natriumacetat + 

1.2 ecem 1n-Essigsiure + 2,4 ccm Fe(OH),. (Vgl. S. 63.) Centrifugiert. 

Das Centrifugat 20,4 cem mit 1ecem 1n-Ammoniak neutralisiert und fiir 

die Verdauung verwendet. c¢, = 0,4, Verdauungszeit 30 Min. Substrat- 
konzentration 0,1 m. (Vgl. S. 63—67.) 








Substrat | Pu x 

6,05 0,26 

6,4 0,60 

6,65 0,74 

, 8 94 
Leucylglycylglycin 6, * 
1,45 1,01 

7,85 0,87 

8,3 0,65 

8,8 0,42 

Leucylglycin 7,7 0,13 
Leucyldiglyeylglycin . . . 7,7 0,21 








Tabelle 13. 


Untersuchung der Spaltung von Leucylglycin, Leucylglycylglycin und 
Leucyldiglyeylglycin durch die Restlisungen zweier Ferrihydroxyd-Adsorp- 
tionsversuche mit 1V,, 6 Monate alt. (Vgl. S. 63.) 

1. IV, mit 30°/, Glycerin auf das doppelte Volumen gebracht. 

2», 20 cem IV, + 1,6 cem 1n-Natriumacetat + 1,2 ccm 1n Essigsiure + 
2,4 ecm Fe(OH),. (Vgl. 8S. 63.) Centrifugiert, mit Ammoniak neutra- 
lisiert und mit 30°/, Glycerin auf ein der Lésung 1. entsprechendes 
Volumen gebracht. 

3. Wie 2.; nur wurden 5,2 cem Fe(OH), verwendet. 

Bei der Verdauung war c, = 0,8 in allen Fallen. Verdauungszeit 30 Min. 
Substratkonzentration 0,1 m. py 7,9. 








ecm Fe OH), 
inzym- pro ccm in ‘ “ 
lésung Adsorptions- LG LGG LG&t 
mischung 
1 0 0,670 1,364 0,754 
2 0,095 0,208 0,925 0,314 
3 0,186 0,068 0,488 0,118 














Die in Fig. 4 gegebenen p,,-Kurven (vgl. Tab. 14) eines frischen 
slycerinextrakts (V,, vgl. S.63) sind als Iilustration der Co-Aktion 
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Tabelle 14. 


Py-Kurven der Spaltung der Leucylpeptide Leucylglycin, Leucylglycy! 

glycin und Leucyldiglyeylglycin durch einen frischen Glycerinanszug 

(V,, vgl. S. 63). ec, = 0,2. Verdauungszeit 30 Min. Substratkonzentration 
0,1m. (Uber die Methodik vgl. S. 63 —67.) 














Leucylglycin Leucylglycylglycin Leucyldiglyeylglycin 
| i ( 7 
Pu x Pir | & Pu a 
{ 
7,2 0,928 7,2 0,948 7,2 0,462 
1,9 1,008 7,9 (,078 7,9 0,730 
8,4 0,964 8,9 | 0,890 8,5 0,896 
9,0 0,370 9,0 0,482 9,0 0,600 
5. sieanlptass 
| j 
| | | 
P| | 
om a 
: 6G a _y a ; ee 
ai oe 2 all 
vA g a | r j alles, 
/ \ ie 7 \ A } { / 
A SOE iI\ — Z 
/ as Vv | \ A | ie 
/ y aN / 
94 A | | 
/ 5 } i y \ i 
/ x ie 
;: | 
| I eLcyg. ! | 
i 2Z¢ ie 4 
“| | | 
is cecum am a eee J aoe 
“> 8 > —-~ ——— 
Py _ 0, - = > 
Fig. 3. Fig. 4. 


Fig. 3. Pp, ,-Kurven der Spaltung der drei Peptide Leucylglycin, Leucylglyeylglycin und Leuc: - 
diglycylglycin: I durch einen Wasserauszug C (vgl. S. 63), IL durch die Restlosung eine 
Fe(OH),-Adsorptionsversuches mit Glycerinauszug 1V,4. 

Die Kurven entsprechen den Zahlen der Tabellen 11 und 12. 


Fig, 4. p,,-Kurven der Spaltung der drei Peptide Leucylglycin, Leucylglycylglycin 
Leucyldiglycylg!yein durch Vz. 


mehrerer Enzyme recht interessant und kénnen in folgender Weis: 
erklirt werden: Die 1 G-Kurve entsteht durch gleichzeitige Wirkung 
der Peptidasen I und II (Amino-Dipeptidase und Leucylpeptidase’, 
die LGG-Kurve durch Co-Wirkung der Amino-Polypeptidas: 
(Waldschmidt-Leitz) und der Peptidase II, und endlich ist fi 
die LGGG-Kurve die Peptidase IJ hauptzichlich verantwortlic! 
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Sowohl die Peptidase I als die Polypeptidase scheint in 
wiBriger Lésung sehr unbestindig zu sein, und es ist somit 
ziemlich leicht, Peptidase II frei von beiden zu gewinnen. Auch 
kann die Polypeptidase mit Ferrihydroxyd einheitlich gewonnen 
werden. Die Darstellung einheitlicher Peptidase I steht aber 
noch aus. 

Hinsichtlich einiger Spezifitiitsuntersuchungen der Peptidasen | 
und IJ mu8B auf eine dinische Zusammenfassung ®) hingewiesen 
werden. 


Herrn Professor Dr. S. P. L. Sgrensen bin ich fir aus- 
gezeichnete Arbeitsverhiltnisse und wertvolle Gespriiche zu groBem 
Danke verpfiichtet. 


Experimenteller Teil. 
A. Darstellung der Enzymloésungen. 

Die Darstellung der Enzymlésungen geschah wie friiher!*) 
angegeben. Zur Anwendung kamen zwei Wasserausziige aus 
Roskilde III, emem getrockneten Darmpulver, C und D genannt, 
ferner drei Glycerinausziige aus frischen Darmschleimhiuten, LV,, 
der in einer fritheren Arbeit?) frisch verwendet wurde, hier aber 
4 bis 6 Monate gealtert war, und V, und V,, zwei nicht ge- 
alterte Ausziige. Aile drei enthielten 30°/, Glycerin. Die Wasser- 
ausziige wurden vor dem Gebrauch mit demselben Volumen 
Glycerin vermischt. 


B. Darstellung des Ferrihydroxyds. 


Das Ferrihydroxyd wurde nach Willstitter, Kraut und 
Fremery‘) dargestellt. Uber seine Kigenschaften vgl.*). 


C. Darstellung der Substrate. 


Die angewandten Substrate waren alle racemisch. Sie wurden 
nach der Methode Fischers dargestellt, und auf Carboxyl-, 
Aminogruppen und Totalstickstoff analysiert. 


D. Darstellung der verwendeten Substratlésungen. 


1. Phosphathaltige Lisungen. 
Als Stammldésung der Alanylglycinversuche diente die Mischung: 
0,16 Mol Alanylylyein + 40 cem 0,4 m-Na,HPO, 


+ ein wenig Ammoniak » 100 ccin; py 7,0. 
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Durch Verdiinnung dieser Stammlésung mit der folgendey, 
Puffermischung: 
(p,) 40 cem 0,4 m Na,HPO, + 10 ccm 0,8 m KH,PO, —> 100 cem, p,, 7,0, 
konnten Substratlésungen beliebiger Konzentration dargestellt 
werden. 

Analog stellte man fiir die Leucylglycinversuche eine Stamm- 


lésung dar: 

0,02 Mol Peptid + 40 cem 0,4 m Na,HPO, 

+ 5cem 0,8m KH,PO, —> 100cem; py 7,0, 

um aber das Leucylglycin in Lisung zu bringen, war eine Zu. 
mischung von 60ccm 30°/, Glycerin notwendig (vgl. spiiter). Mit 
der Puffermischung p, verdiinnt, gab sie die gewiinschten Substrat- 
konzentrationen. Ahnliche Stammlésungen fanden in den Alanyl- 
glycylglycin- und Glycylglycinversuchen Anwendung. 
2. Ammoniumchlorid-ammoniakhaltige Lisungen. 


ome 


Als Stammlésung der Alany!glycinversuche diente die Mischung: 
0,16 Mol Peptid + 20ecem im NH,Cl 
+ 49,39 cem 1m NH, —> 100cem, py 7,9, 
die mit der Pufferlésung, P,: 
20 cem 1m NH,Cl + 2,5 cem 1 m NH, —> 100 cem, py, 7,9, 
in wechselndem Verhiltnis gemischt wurde. Die fiir die Be- 
stimmung von © und Q, sowie fiir die Hemmungsversuche be- 
nutzte Leucylglycinstammlésung hatte die Zusammensetzung: 
0,02 Mol Peptid + 20eem 1m NH,Cl + 14,37 cem NH, —> 100 cem, py 7,9, 
und gab mit P, gemischt die gewiinschte Substratkonzentration. 
Bei allen anderen Versuchen hatten die Substratlésungen die in 
den friiheren Arbeiten angegebene Konzentrationen: 


0,02 Mol Peptid + 25cem 1m NH,Cl + 15cem 1m NH, —> 100 cem, py 7,°. 


3. Einstellung und Messung ‘von p,. 


Bei der Bestimmung der Aktivitits-p,-Kurven wurde p, 
mittels Essigsiiure und Ammoniak in der frither') beschriebenen 
Weise eingestellt. Die MeBmethode ist auch nicht geiinder' 


worden. 


E. Ausfiihrung der Verdauungsversuche. 


Die Verdauung lieB man mit Ausnahme einiger alteren Versuche, 
die wie friither ausgefiihrt wurden, in kleinen Glaschen von <er 
in Fig. 5 abgebildeten Form geschehen. Das Volumen des Ge- 
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faBchens war etwa 11 ccm. In den einen Ast wurde Substrat- 
/ Stammlésung mit Puffer (evtl.+ Wasser und Glycerin), in den 
'} anderen die Enzymlésung, mit 30°/, Glycerin verdiinnt, abpipettiert 
- und das GefaBchen mit einem Korkstépsel (vgl. die Bemerkung 
S.59) geschlossen. Die getrennt gehaltenen Lésungen wurden im 
Versuchsthermostaten bei 40° wihrend 10 Minuten vorgewiirmt. 
Dann wurden sie rasch durch energisches Schiitteln vermischt, 
2ccm wurden mit einer Pipette ausgenommen und eine halbe 
Minute nach der Mischung mit Alkohol oder Aceton sistiert 
‘vgl. spaiter) Das Glischen setzte man in den Thermostaten 
schnell zuriick, und nach dem Verlauf der gewiinschten Ver- 
dauungszeit wurden dann mit derselben Pipette wieder 2 ccm 
[ ausgenommen und sistiert. 


Fig. 5. Fig. 6. 
Fig. 6. P,,-Optimum der Alanylglycinspaltung in Phosphatpuffer. 
Die Kurve entspricht den Zahlen der Tabelle 15. 





Die folgenden Bedingungen waren dabei immer erfiillt: Das 
Volumen der Verdauungsmischung war 5ccm. Die Konzentration 
des Glycerins war 15°/, (vgl. 8S. 59). Die Menge von Substrat- 
Stammlésung + Puffer war 2,5 ccm. Eine Ausnahme bilden nur 
im letazteren Falle die Versuche mit Leucylglycin bei p,, 7,0, 
wo die Stammlésung schon mit Glycerinwasser verdiinnt war. 
Die Substratmenge (a) und Puffermenge (b) wurden hier durch: 
/8a+ b= 2,5 bestimmt. 


Tabelle 15. 


Py}-Optimum der Alanylglycinspaltung in Phosphatpuffer. 
Glycerinauszug V, (vgl. S. 63). Verdauungszeit 30 Min. 
Ch = 0,04. ¢4g = 0,1 m. 
























Pr LAG 
6,6 1,136 
6,9 1,300 
7,2 1,402 
7,6 1,196 
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Es ist heraus ersichtlich, dab die Konzentration von sekundirem 
Phosphat in den Verdauungslésungen der Phosphatversuche 0,08 m 
(die vom Peptid in primares Phosphat umgewandelte Menge mit- 
gerechnet), und daB die Konzentration von Ammoniumchlorid 
in den iibrigen Versuchen 0,1 bzw. 0,125 m war. 


Tabelle 16. 


Zusammenhang zwischen Enzymmenge und Umsatz bei der Alanylglycin- 
spaltung in Phosphatpuffer. p,, 7,0. Substratkonzentration 0,1 m. 
Glycerinauszug V, (vgl. S. 63). Verdauungszeit 30 Min. 








Cr TAG 
0,005 0,154 
0,010 0,294 
0,020 0,588 
0,030 0,866 
0,040 1,226 
0,050 1,482 


ce, ccm Enzymlésung pro 2 ccm Verdauungsansatz. 
Cag, rq usw., Molaritat der Peptide Alanylglycin, Leucyl- 
glycin usw. 
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Fig. 7. Enzymmenge und Umeatz bei der Alanylglycinspaitung. 
Vgl. Tabelle 16. 


In den Phosphatversuchen wurde die Sistierung mittels 
passender Mengen sorgfiltig abgemessener, 95°/, Aceton ent- 
haltender, n/20-Salzsaure ausgefiihrt. Bei niedrigen Peptidkonzen- 
trationen geniigten 5 ccm, bei héheren waren 10 oder 12,5 ccm 
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+ 1 oder 3 ccm Wasser notwendig, um Ausfillung der Peptide 
oder Phosphate zu vermeiden. Die wiihrend der Verdauung ge- 
bildeten NH,-Gruppen wurden mit acetonhaltiger, n/20 Salzsiure 
unter Zusatz von 25—50 ccm Aceton gegen Naphthylrot titriert 
(vgl. Linderstrem-Lang’). Die Titration bietet gar keine 
Schwierigkeiten. 

In den Ammoniumchlorid-Ammoniakversuchen war die Be- 
stimmung des Carboxylzuwachses wie friher (vgl. Foreman’), 
Willstatter und Waldschmidt-Leitz?°) und?) 

Fir beide Methoden gilt es, daB die Genauigkeit bei héheren 
Peptidkonzentrationen beeintrichtigt wird (vgl. Grassmann und 
Klenk’) weil die Zuwichse als Differenzen groBer 'Titrationswerte 
ermittelt werden. 

zr, (tLq, Tag usw.), Zuwachs an Aminogruppen oder Carboxyl- 
gruppen in ccm n/20 HCl oder KOH pro 2 ccm Verdauungsansatz 
ausgedriickt. Durch Multiplikation der Peptidmolaritat mit 20 
bekommt man den der Totalspaltung der Halfte des angewandten 
Peptids entsprechenden z- Wert. 


E. AbschlieBende Bemerkungen. 


Zu den oben (S. 48-—63) erwihnten Versuchen sei noch be- 
merkt: Die Affinitatsmessungen sind teils bei p,, 7,0 mit Phosphat- 
puffer teils bei p,, 7,9 mit Ammoniumchlorid-Ammoniakpuffer aus- 
gefiihrt. Im ersten Falle ist p, wegen der besseren Pufferwirkung 
ein wenig saurer als das Optimum (vgl. Tab. 15 und Fig. 6) der 
Peptidase I gewihlt. Der Zusammenhang zwischen Enzymmenge 
und Spaltung ist hier linear. Im anderen Falle trifft das ge- 
wihlte p,, mit dem gewohnlich als Optimum der Darmdipeptidase 
angesehenen p,, zusammen. Das iiberhaupt Phosphate fiir die 
Kinstellung des p,, wieder herangezogen sind (in den friiheren 
Arbeiten wurden sie soweit wie méglich vermieden), hingt mit 
der schlechten Pufferwirkung der Peptide selbst (und aller anderen 
Puffer) bei p,, 7 zusammen. Ubrigens scheint die PeptidaseI nur 
wenig von Phosphaten gehemmt zu werden. Es wird zu unter- 
suchen sein, ob die Peptidase II sich ebenso verhalt. Auf Grund 
angestellter Versuche lat sich vermuten, daB sie wie die Pepti- 
dase II des Malzes viel starker gehemmt wird. 


Zusammenfassung. 


1. Durch Affinititsmessungen verschiedener Art ist es fest- 
gestellt worden, dab man bei der Untersuchung von Darmerepsin 
5* 
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durch Spaltungsversuche mit Alanylglycin und Leucylglycin die 
relative Enzymkonzentration mit ziemlicher Sicherheit bestimmen 
kann. Die Wirkung von Hemmungskérpern ist wahrscheinlich 
auBer Betracht zu lassen. 

2. Die frither gegebene')?) Beschreibung der Darmpeptidasen 
mu somit festgehalten werden, nur mit der Erweiterung, dab 
Peptidase II wahrscheinlich als eine ,,Leucylpeptidase* anzusehen 
ist, welche Leucylpeptide unabhingig von der Kettenlange angreift. 

3. Ks ist eine Methode zur Bestimmung der relativen Affinitiit 
eines Enzyms zu zwei seiner Substrate entwickelt und theoretisch 
begriindet worden. Die Methode besteht darin, da8 man das 
Enzym auf eine Mischung der zwei Substrate einwirken laBt und 
die gefundene Spaltung mit den Spaltungen der getrennt ge. 
haltenen Substrate vergleicht. Die Affinitat der Peptidase I zum 
Leucylglycin ist vermeintlich 16- bis 32mal gréBer als die zum 
Alanylglycin. 

4. Bei der Untersuchung der Peptidspaltung in phosphat- 
reichen Lésungen hat sich die Bestimmung der gebildeten Amino- 
gruppen durch Titration mit HCl in Aceton gegen Naphthylrot’) 
gut bewilhrt. 
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Zur Kenntnis der Peptidasen des Blutserums. 


Vierte Abhandlung tiber Enzyme der Leukocyten in der 
von R, Willstatter und Mitarbeitern begonnenen 
Untersuchungsreihe. 

Von 
Wolfgang Grassmann und Werner Heyde. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften und der 
Psychiatrischen und Nervenklinik der Universitat Wirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Dezember 1929.) 


Trotz eingehender und umfangreicher, seit mehr als zwei 
Jahrzehnten durchgefiihrter Untersuchungen besteht bis heute 
keine Einigkeit tiber die wichtige Frage, ob das normale Serum 
peptidspaltende Fermente enthalt. Nach dem Urteil C. Oppen- 
heimers!), das wohl der herrschenden Meinung am meisten ent- 
sprechen diirfte, ist das normale Serum ,,frei von Fermenten, die 
einerseits OrganeiweiB abbauen, andererseits von jeglicher Art 
von Peptidasen‘‘. Diese Meinung stiitzt sich im wesentlichen auf 
das Ergebnis der seit 1906 durchgefiihrten Untersuchungen von 
K. Abderhalden und Mitarbeitern?), bei denen ,,in sehr vielen 
Versuchen immer wieder der Befund erhoben wurde, da’ Serum 
normaler Tiere Polypeptide nicht abzubauen vermag* und denen 
zufolge es feststeht, ,,da8 das Serum normaler Tiere unter den 
gewihlten Bedingungen keine Wirkungen erkennen JéBt, die auf 


1) Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl. Leipzig 1925, 2. Bd., 
5. 878, vgl. auch S. 882, 1064. 

*) Abderhalden u. Teruuchi, Diese Z. 49, 1 (1906); Ders. u. Deet- 
jen, Diese Z. 53, 280 (1907); Ders. u. Oppler, Diese Z. 53, 294 (1907); 
Ders. u. Me. Lester, Diese Z. 55, 371 (1908); Ders. u. Pinkussohn, Diese 
Z. 61. 200 (1909); Ders. u. Weichardt, Diese Z. 62, 121 (1909); Ders., Die 
Abderhaldensche Reaktion, Berlin (1922). 
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die Fahigkeit, EiweiB und Eiweibabkémmlinge abzubauen, hin- 
deuten**.?) 

Diese Meinung ist nicht unwidersprochen geblieben. L. Pin- 
kussohn hat in sorgfiltigen Untersuchungen darauf hingewiesen, 
daB das Serum normaler Tiere Peptone abzubauen vermdge.*) 
Zu demselben Ergebnis gelangt $8. G. Hedin.’) SchlieBlich hat 
H. Pfeiffer mit seinen Mitarbeitern in eimer Reibe von Ver- 
Offentlichungen ein Glyeyltryptophan spaltenden Ferment im 
normalen Serum beschrieben und sein Vorkommen unter physio- 
logischen und pathologischen Verhaltnissen untersucht.*) Diese 
sefunde sind von mehreren Seiten bestaétigt worden (Ison Ma‘), 
¥. Georgi’), H. Winnik’), R. Schafer)§). Aber auch Abder- 
halden selbst und seine Mitarbeiter haben in ihren Arbeiten 
zahlreiche Befunde erwihnt, die mit den obenzitierten zusammen- 
fassenden Angaben schwer in Kinklang zu bringen sind. Neben 
einer groBen Zahl negativer Befunde stehen sichere und einwand- 
freie Spaltungen, die von EK. Abderhalden und Bb. Oppler’), 
EK. Abderhalden und J. Me. Lester ®), E. Abderhalden und 
L. Pinkussohn®) mit Pferde-, Kaninchen-, Rinder- und Hunde- 
serum bei einer gréBeren Anzahl von Polypeptiden und einigen 
Dipeptiden beobachtet worden sind. Eine Klarstellung dieser Be- 
funde ist bisher nicht erfolet. Abderhalden neigt neuerdings?*) 
dazu, die erwihnten Spaltungen auf Zellfermente zuriickzufiihren. 
die bei Gerinnungsvorgingen aus Blutplattchen, Leukocyten und 
Erythroeyten frei geworden sind. 


1) Abderhalden, Die Abderhaldensche Reaktion, Berlin 1922, und 
zwar 8. 56 und S. 57; siehe dazu auch Med. Klinik 1926, 1468. 

*) Pinkussohn, Biochem. Z. 51, 107 (1913); Ders. u. Petow, Bio- 
chem. Z. 56, 319 (1913). 

8) Diese Z. 194, 11 (1919). 

*) Pfeiffer, Miinch. Med. Woch. (1914) 1099 u. 1329; Z. fiir _Immun.- 
Forsch. 23 (1915); Ders. u. Staudenath, Fermentforsch. 8, 327; Ders.. 
Staudenath u. Weber, Z. f. d. ges. Neur. 98, 297 (1925); Ders., Wiene: 
Arch. f. innere Med. 15, 209 (1928). 

5) Mon.-Schr. f. Kinderheilk. 36, 363 (1928). 

6) Z. f. d. ges. Neur. 106, 75 (1926). 

7) Inaug.-Diss. Breslau (1926). 

°) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 161, 313 (1928). 

®) Diese Z. 53, 295 (1907). 

©) Diese Z. 58, 374 (1908). 

t) Diese Z. 61, 203 (1909). 
12) Die Abderhaldensche Reaktion, Berlin 1922, und zwar S. 56. 
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Nach den Beobachtungen, tiber die wir berichten, kann kein 
Zweifel bestehen, daB das normale Serum aller untersuchten Tier- 
arten Peptidasen, zum Teil in erheblicher Menge, enthalt. Die 
Widerspriiche in den Meinungen der verschiedenen Autoren diirften, 
abgesehen von sehr fihlbaren Mingeln in der priiparativen und 
analytischen Methodik, besonders auf die Verwendung verschieden- 
artiger und zum Teil ungeeigneter Substrate zuriickzufiihren sein. 
Auf besondere Schwierigkeiten st6Bt die Bewertung derjenigen 
Versuche, in denen Peptone als Substrat angewandt worden sind, 
denn es ist sicher, daB die in den Peptonpriéparaten vorliegenden 
Abbaugemische den verschiedenartigsten proteolytischen Il er- 
menten, Proteinasen!) und Peptidasen, Angriffspunkte bieten. 
Aber auch an der Hydrolyse synthetisch zuginglicher Peptide 
sind nach den im Tier- und Pflanzenreich gesammelten neueren 
Eirfahrungen sicher mehrere spezifisch eingestellte Peptidasen be- 
teiligt. Negative Ergebnisse mit einzelnen Peptiden sind daher 
nicht beweisend fir die Abwesenheit von Peptidasen tiberhaupt. 
Das Bild der Serumpeptidasen wird sich vereinfachen, wenn sich 
zeigen léBt, daB auch im Serum ein Gemisch mehrerer Peptidasen 
vorliegt, die in ihren Eigenschaften den schon besser untersuchten 
Peptidasen anderer Herkunft, z. B. aus Hefe?), Pankreas*) oder 
Darm*) entsprechen. 

Die Peptidasewirkung des Blutserums, die wir durch Titra- 
tion der Carboxyle in alkoholischer Lésung zumeist nach dem 
von uns angegebenen Mikroverfahren®) in zuverlissiger Weise 
quantitativ ermitteln, finden wir gegeniiber Dipeptiden, z. b. 
Leucylglycin, im allgemeinen relativ gering. Erheblich rascher 
als Leucylglycin werden aber Leucylglycylglycin und die meisten 
von uns untersuchten Polypeptide zerlegt. Das Optimum der 
Wirkung gegeniiber Leucylglyclyglycin beobachteten wir bei 
Dy = 7,4—7,5, was mit dem in anderen Fallen ermittelten Wir- 


!) Vgl. Grassmann u. Dyckerhoff, Diese Z. 179, 41 (1928), und 
zwar 8. 41. 

*) Grassmann, Diese Z. 167, 202 (1927); Ders. u. Dyckerhoff, 
Diese Z. 175, 18 (1928); Dieselben, Diese Z. 179, 41 (1928). 

3) Vgl. besonders Waldschmidt-Leitz u. Harteneck, Diese Z. 147, 
286 (1925); Ders. u. Purr, Ber. chem. Ges. 62, 2217 (1929) u. a. a. O. 

*) Vgl. besonders Waldschmidt-Leitz u. Schaffner, Diese Z. 151, 
31 (1925/26); Ders. mit Balls u. Waldschmidt-Graser, Ber. chem. Ges. 
62, 956 (1929). 
°) Grassmann u. Heyde, Diese Z. 183, 32 (1929). 
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kungsoptimum der Aminopolypeptidase | pa=7,0")| baw. pu=7,22)| 
wenigstens annahernd iibereinstimmt. 

Die Wirksamkeit gegeniiber den beiden Substraten ist auch 
hier nicht einem einzigen Enzym zuzuschreiben, sondern ahnlich 
wie im Falle der Hefepeptidasen und des Darmerepsins auf ein 
dipeptidspaltendes und ein polypeptidspaltendes Ferment zuriick- 
zufiihren, von denen das erstere, iibereinstimmend mit den in 
analogen Fallen gewonnenen Erfahrungen, durch geringere Be- 
stindigkeit ausgezeichnet ist. Beim Aufbewahren des Serums 
schwindet namlich die Wirksamkeit gegentiber den zahlreichen 
von uns untersuchten Dipeptiden innerhalb weniger Tage voll- 
stindig, wihrend das Spaltungsvermégen fir alle gepriften Poly- 
peptide unverandert bleibt. Die untersuchten Substrate der 
Carboxypolypeptidase (Chloracetyl-l-tyrosin und f-Naphthalin- 
sulfoglycyl-l-tyrosin) werden von frischem Serum nicht in sicher 
meBbarem MaBe hydrolysiert, ebensowenig Prolylglycin und Glycy]- 
oxypyrolin.’) Fir das normale Serum aller Tiere scheint nach: 
unseren Erfahrungen ein verhaltnismaBig hoher Gehalt an Amino- 
polypeptidase und die Anwesenheit relativ geringer Mengen einer 
ziemlich empfindlichen Dipeptidase charakteristisch zu sein. Die 
Spaltungsfihigkeit fiir Leucylglycin und die fiir Leucylglycy)- 
vlycin stehen in einem dhnlichen Verhaltnis wie im Falle der 
Leukocyten [vgl. dazu R. Willstatter, E. Bamann_ und 
M. Rohdewald?4)|. 

Der Gehalt des Blutserums an Polypeptidase wechselt von 
einer Tierart zur andern erheblich und in charakteristischer Weise; 
andererseits findet man beim Vergleich verschiedener gesunder 
Individuen derselben Gattung nur sehr geringe Schwankungen. 
Das Serum des Rindes erweist sich als zwei- bis dreimal, das des 
Kaninchens und des Schafes als etwa fiinfmal und das des 
Schweines als annihernd zehnmal so wirksam wie das des Menschen 
und des Pferdes. 1 cem Schweineserum entspricht in seiner Wir- 
kung gegentiber Leucylglycylglycin etwa der aus 250 mg Prebi- 
hefe gewinnbaren Enzymmenge. 


1) Grassmann, Diese Z. 167, 202 (1927). 

2) Waldschmidt-Leitz, Balls u. Waldschmidt-Graser, Ber. chem. 
Ges. 63, 956 (1929). 

3) Vgl. dazu unsere Beobachtungen iiber die enzymatische Spaltung 
der Prolinpeptide. Ber. chem. Ges. 62, 1307 (1929). 

*) Diese Z. 185, 267 (1929). 
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22) Es ist sehr wohl moglich, wenn auch nicht sicher bewiesen, 
daB das beobachtete polypeptidspaltende Ferment des Serums 
den Formelelementen des Blutes entstammt, aber unvereinbar 
lich mit unseren Ergebnissen ist die Annahme, daB das Enzym erst 
beim Gerinnungsvorgang selbst infolge des Zerfalls von Blut- 
kérperchen in das Serum gelangt. Die gefundenen Spaltungs- 
| zahlen sind praktisch unabhingig von Variationen in der Serum- 
Be. [| gewinnung und ausgezeichnet reproduzierbar. Es macht keinen 
Unterschied, ob man das Blut unmittelbar im Zentrifugenglas auf- 
fingt und sofort zentrifugiert, ob man es bei ruhigem Stehen 
oll- oder unter Schlagen gerinnen léBt oder ob man die Gerinnung 


sly. durch Oxalatzusatz itiberhaupt verhindert. Auch hat es keinen 
des Finflu8 auf die Ergebnisse, wenn das Serum durch Spuren ge- 
lin- losten Hamoglobins leicht gefairbt oder wenn es nach dem Zentri- 
her fugieren ganz leicht getriibt erscheint. Filtrieren des Serums 


yl: durch Tonkerzen andert seine Wirksamkeit in keiner Weise. 
Ubrigens darf die Peptidasewirksamkeit der Leukocyten nicht iiber- 


ich 
nO schitzt werden. Eine tiberschlagsweise Berechnung unter Zu- 
nel crundelegung der von R. Willstatter, EK. Bamann und M. Rohde- 


Die wald?) gefundenen Zahlen ergibt, daB die in einem bestimmten 
Blutvolumen vorhandenen Leukocyten in ihrer Wirksamkeit gegen- 
iiber Leucylglyclyglycin dem aus der gleichen Blutmenge gewinn- 
baren Plasma nicht tiberlegen, sondern erheblich unterlegen sind. 
NaturgemaéB verschiebt sich dieses Verhaltnis ziemlich erheblich 
zugunsten der Leukocyten, wenn man den Vergleich auf gleiche 


os Trockengewichte bezieht. GréBer scheint nach den Erfah- 
* rungen von KE. Abderhalden und Mitarbeitern?), mit denen 
" unsere eigenen orientierenden Versuche in Ubereinstimmung stehen, 
“ die Wirksamkeit der Blutplattchen zu sein. 
a Zur Frage der physiologischen Bedeutung der Serumpeptidasen 
* soll hier noch nicht Stellung genommen werden. Es bedarf dazu 
“ weiterer Erfahrungen tiber die normalen und_ pathologischen 
0. Schwankungen des Polypeptidasegehaltes, die mit Hilfe der von 
uns angewandten Methodik leicht zu gewinnen sein werden. Kine 
zum Teil mehrfache Erhéhung des Polypeptidasegehaltes sahen wir 
unter anderem regelmaBig bei Woéchnerinen in den ersten Tagen 
nach der Entbindung, ferner bei verschiedenen fieberhaften Er- 
n. 
ng 1) A. a. O. 


*) Abderhalden u. Deetjen, Diese Z. 53, 334 (1907); Ders. u. Man- 
warung, Diese Z. 55, 370 (1908). 
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krankungen. (Vgl. dazu auch die auf die Spaltung von Glyeyl. 
tryptophan beziiglichen Beobachtungen und Eroérterungen voy 
H. P feiffer.)1) 

Experimenteller Teil. 

1. Gewinnung des Serums. 

Das menschliche Serum und das von Kaninchen und Hunden 
wurde durch Venenpunktion von klinisch gesunden, niichternen 
Individuen gewonnen, das iibrige Blut unmittelbar bei der Schlach- 
tung. Zur Gewinnung des Serums wurde fiir gew6hnlich rasch 
nach eingetretener Gerinnung lange zentrifugiert, so daB ein gelbes, 


himoglobin- und zellfreies Serum erhalten wurde. 


Peptidasegehalt von 


In den Titrationsproben von 2 ccm sind enthalten 0,2 Millimol d,1l-Peptid 
Aciditatszuwachs 


Tabelle I. 


Serum 


verschiedener Darstellungsweise. 





1) Wien. Arch. f. innere Med., a. a. O. 
*) Leucylglycin. 
8) Leucylglycylglycin. 














(100°/, Spaltung der 1-Form entspricht einem von 
2cem n/20-KOH). py = 7,8 im Versuch mit Leucylglycin, eingestellt 
durch m/30-Primairphosphat-Ammoniakmischung. py = 7,0 im _ Versuch 
mit Leucylglycylglycin, hergestellt durch m/30-Phosphat- und m/2)- 
Ammoniak-Ammonchloridpuffergemisch. ¢ == 40°. 
; Ange- Soe & Spaltung 
Serum wandt 5 > e| (ecm n/20-KOH 
7 . hewn 
Herkunft Darstellungsweise com | Sa) L-G2) |L-G-G4 
Schwein Serum 1 aus geschlagenem Blut 0,4 ] 0,17 | O85 
| Serum 2 aus geronnenem Blut 0,4 ] 0,18 | 0,4 
| Serum | durch Tonkerzen filtriert 0,4 1 0,22 | 0,00 
Serum 2__,, 9 % 0,4 1 0,20 | 0,95 
Kalb | Serum aus geronnenem Blut . 0,8 2 0,25 0,95 
I Oxalatplasma mit 0,1°/, Ammon.- 
| Oxalat ete: “ak a 0,8 2 0,17 AL 
2 | Serum aus geronnenem Blut 0,8 2 0,36 1 tM) 
2 | Oxalatplasma mit 0,1°/, Ammon.- | 
Oxalat. 0,8 2 0,16 | LAr 
ar  sliiesea ich pica ; wen —_ | 
Kaninchen | Serum rein gelb, Mittel aus 8 Ver- | 
suchen a ee ee 0,4 2 — | 1,0 
| Serum leicht rétlich, Mittel aus | 
| 12 Versuchen 0,4 3 - 112 
Mensch Blut sofort zentrifugiert 0,8 2 — | 0,3 
: Blut nach eingetretener Gerinnung 
zentrifugiert . 0,8 2 - » Oyo 
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Die gefundenen Werte sind, wie die Tab. I an einem gréBeren 
Versuchsmaterial belegt, mindestens im [alle der Polypeptidasc 
im Serum und Plasma iibereinstimmend und von den Darstellungs- 
bedingungen unabhingig. Der Gehalt an Polypeptidase ist in 
allen untersuchten Fallen ganz erheblich héher als der an Di- 
peptidase. 

Die Bestimmung der Fermentwirkung erfolgte durch Titra- 
tion der gebildeten Carboxyle nach R. Willstétter und Wald- 
schmidt-Leitz!), und zwar in den meisten Jillen nach der 
Mikromethode von W. Grassmann und W. Heyde.?) Zum 
Zwecke des Vergleiches sind die gefundenen Werte in den Tabellen 
cinheitlich auf die Bedingungen der Makrotitration umgerechnet. 


2. Peptidasewirkung verschiedener Tierseren. 


Die Seren verschiedener ‘ierarten unterscheiden sich gemaf 
den vergleichenden Versuchen der Tab. If in ihrem Spaltungs- 
vermogen fiir Leucylglycylglycin auBerordentlich stark voneinander. 
Dagegen sind die von den verschiedenen Individuen einer ‘Tier- 
vattung gewonnenen Ergebnisse untereinander sehr gleichférmig. 
Kine deutliche Beziehung zwischen der Zahl der Leukoeyten im 
Blute und der Peptidasewirkung des Serums besteht nicht. Zwar 
entspricht der hohen lLeukocytenzahl des Schweineblutes?) 
(16000 im Kubikmillimeter) auch die besonders hohe Wirksamkeit 
(les Serums gegentiber Leucylglycylglycin, aber das Serum aus 
Pferdeblut mit 10000 Leukocyten im Kubikmillimeter ist ebenso 
arm an Polypeptidase wie das aus dem Blut des Menschen mit nur 
5000 Leukocyten im Kubikmillimeter. Auch mit der Zahl der 
Krytrocyten besteht kein Zusammenhang. Die Erythrocyten- 
zahlen der untersuchten Tierarten*) liegen, abgesehen vom Men- 
schen, alle bei etwa 7000000. 

Nach den Ergebnissen dieses und des vorausgehenden Ab- 
schnittes scheint es uns nicht angingig, fiir die Wirkung des 
Serums gegeniiber Polypeptiden den Zerfall von Blutkérperchen 
bei der Gerinnung oder eine gelegentliche und mehr oder weniger 
zufillige Auflésung von Formelementen im Normalblut oder die 


') Ber. chem. Ges. 54, 2988 (1921). 

*) a. a. O. 

°) Vgl. Hdb. d. norm. u. path. Physiol. 61, 58 (Berlin 1928). 
*) Vgl. ebenda S, 25—26. 
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Ausschwemmung von Gewebspeptidasen verantwortlich zu machep, 
Vielmehr glauben wir, daB die Peptidasewirkung als eine fiir da; 
normale Serum charakteristische GroéBe zu betrachten ist. 


Tabelle II. 
Peptidasewirkung verschiedener Tierseren. 
Versuchsbedingungen wie Tabelle 1. Spaltungszeit 2 Stunden. 





SSS enna — 























Angewandt Aciditaétszuwachs (ccm n/20-KOH) 

Tierart shee Saale. 

ccm Substrat L-G?) Substrat L-G-G?) 

Schwein 0,8 1,96 7 
0,4 | 1,56 
0,4 1,32 
Schaf 0,8 | 1,48 
Kaninchen 0,8 1,66 
= 0,8 1,53 
Kalb a 0,8 | | 0,71 
b 0,8 | 0,83 
b 0,8 0,97 
c 0,8 0,14 | 1,00 
d 0,8 0,22 | 1,05 
i a 0,8 0,16 | 1,00 
Rind 0,8 | 0,65 
Pferd a 0,8 | 0,19 
b 0,8 : 0,32 
c 0,8 | 0,30 
Mensch a 0,8 | 0,33 
b 0,8 | | 0,28 
c 0,8 | 0,30 
d 0,8 | 0,30 
e 0,8 0,25 
f 0,8 | 0,28 








3. py, -Abhangigkeit der Serumpolypeptidase. 

Die Aktivitéts-px-Kurven finden wir fir die Spaltung vou 
d,l-Leucylglyeylglycin mit frischem Serum von Schwein un 
Mensch iibereinstimmend; das Optimum liegt beim frischen Serum! 
in der Naihe von px = 7,5; bei gealtertem und daher dipeptidase- 
freiem Serum ist es vielleicht eine Kleinigkeit nach der sauren 


') Leucylglycin. 
*) Leucylglycylglycin. 
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Seite verschoben. Von der Polypeptidase der Hefe und des Darmes, 

die bei px = 7,0 bzw. px = 7,2 optimal wirken!), ist also das 
Enzym durch eine geringfigige, vielleicht durch Beimengungen 
bedingte Verschiebung des Reaktionsoptimums nach der alka- 
lischen Seite unterschieden. Die Form der Aktivitits-px-Kurven 
ist ebenso steil wie bei den beiden anderen Enzymmaterialien. 


Tabelle III. 
Py-Abhangigkeit der Serumpolypeptidase. 
Im ‘Titrationsansatz von 2 ccm sind enthalten 0,2 Millimol d,l-Leucyl- 
ulyeylglycin (100°/o Spaltung der 1-Form entspricht einem Aciditatszuwachs 
von 2 ccm). 0,4 cem m/5-Citrat-Phosphatpuffergemisch, 0,4 ccm Schweine- 
serum bzw. 0,8 ecm Menschenserum und wechselnde Mengen Ammoniak. 
Versuchsdauer im Versuch mit Schweineserum 2 Stdn., mit Menschen- 
serum 4 Stdn. ¢ = 40°. 








Serum 
; J, Nl l 
Schwein Mensch | Mensch I] 


) . . worn 
Pu frisch | frisch | 7 Tage alt 


Spaltung (ccm n/20-KOH) 








5,0 0,25 | 0,28 | 0.16 
6,0 0.82 | 0.48 0,54 
7,0 1,80 1,10 | 1,24 
7,5 2.00 | 1,36 1.38 
8,0 1.65 1,22 1,16 
9,0 _ 0,16 0.08 
20 $$$ + ——s 
T a. | 
f . 
| ri \ 
| \ 
} f | 
15 | / | 
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A | 2! \\ 
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ooo Schwaneserum frisc?; —te—te—er-lMenssrenserum [ris 
ae Merscrenserum, 7 Tage alt, dpephdasefre 


Wirkung der Serumpolypeptidase bei wechselnder Wasserstoffionenkonzentration. 


') Grassmann, Diese Z. 167, 202 (1927); Waldschmidt-Leitz, 
salls u. Waldschmidt-Graser, Ber. chem. Ges. 62, 959 (1929). 
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4. Zur Spezifitat der Serumpeptidasen. 

Zu den Versuchen tiber die Spezifitét der Serumpeptidasey 
verwendeten wir Kaélberserum, das besonders leicht vollg frei voy 
Zellen und Blutfarbstoff gewonnen werden kann und im Ver. 
gleich mit dem Serum anderer ‘ierarten eine mittlere Aktivitit 
zeigt. Unter den gepriiften Peptiden wurden die Tripeptide an 
raschesten zerlegt. Auch hier erfolgt, wie im Falle der Hefepoly- 
peptidase, die Hydrolyse des Alanylglycylglycins mit der gréBten, 
die des Leucylglyeylglycins mit mittlerer und die des Glyey)- 
slycylglycins mit der geringsten Geschwindigkeit. Das Spaltungs. 
vermogen gegentiber Dipeptiden ist vergleichsweise viel geringer, 
Prolylglycin und Glycyloxyprolin wurden tiberhaupt nicht an- 
veoriffen, ebensowenig B- Naphthalinsulfoglycyl-I-tyrosin und 
Chloracetyl-l-tyrosin. Beachtenswert ist aber vielleicht auch das 
verhiltnismaBig geringe Wirkungsvermogen gegeniiber Tetra- und 
Pentapeptiden, wodurch sich die Polypeptidase des Serums von 
der der Hefe zu unterscheiden scheint. 

Schon nach kiirzerem Stehen des Serums verschwindet die 
Wirksamkeit gegeniiber Dipeptiden vollkommen, wahrend die Wir- 
kung auf Tri- und Tetrapeptide quantitativ erhalten bleibt. Die Zer- 
storung der Dipeptidase ist nach 3—6 tagigem Aufbewahren im 
Kisschrank vollstandig. 





Tabelle IV. 
und Polypeptidasewirksamkeit frischer 
und gealterter Sera. 
Im ‘Titrationsansatz von 2 ccm sind enthalten 0,2 Millimol d,1-Peptid 
(100°/, Spaltung der l-Form entspricht einem Aciditaétszuwachs von 2 ccm). 
0,8 ccm Serum. p, = 7,8 im Versuch mit miter eingestellt durch 
m/30-Primairphosphat-Ammoniakpuffergemisch. py = 7,0 im Versuch mit 
Leucylglycylglycin, eingestellt durch m/30-Phosphat- und m/25-Ammoniak- 
Ammonchloridpuffergemisch. Versuchszeit 2 Stdn. ¢ = 40°. 


Dipeptidase- 























Spaltung von 
Alter 
Serum (Tage) Leuc cylglycin Leucylglycylglycin 
Ac iditatszuwachs (com n/20- KOH) 

Kalb ] 0 0,36 1,00 

% l 0,28 = 

% 2 0,22 0,94 

> 4 0,00 1,00 
Kalb 2 0 0,14 1,08 

9 ‘ 0,00 0,90 — 
Me nsc ch 0 0,10 0,34 

- 6 0,00 0,32 
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Tabelle VY. 
Dipeptidase- und Polypeptidasewirkung von Kal berserum 
gegentiber verschiedenen Peptiden. 
In den Titrationsproben von 2 ccm sind enthalten 0,1 Millimol spaltbares 
Peptid, 0,8 com Serum und 0,2 ccm m/3-Phosphatpuffergemisch py, 7,3. 
Versuchszeit 2 Stdn. ¢ = 40°. Spaltung in cem n/20-KOH. 











' Serum | Serum II 

Substrat frisch 4 Tage alt 
Glycyl-glycin ok me wee wt mo 0,00 
ee 0,60 0,01 
ee ee ee 0,20 0,00 
a a a 0,66 0,03 
Giveghleucih 6 ww kk tt 0,12 0,03 
Alanyl-serin. . . ... 0,34 0,00 
Leucyl-d-glutaminsdure a a eee ee 0,10 
a 0,00 
Glycyl-oxyprolin eo ee ee ee 0,00 
Glycyl-glycyl-glycin . .... 2... 0,46 0,66 
Alanyl-glycyl-glycin ......... 1,48 1,76 
Leucyl-glycyl-glycin ......... 0,94 - 
Glycyl-alanyl-glycin ......... 1,30 1,58 
Glycyl-leucyl-glycin ......... 0,82 _ 
Leucyl-glyeyl-alanin . ........ 0,80 0,72 
TOMIQOUPII cw tt ts 0,241) 0,247) 0,24") 
Alanyl-diglyeyl-glycin. . . . 2... . 0,32!) 0,24?) 0,30!) 
Leucyl-diglyeyl-glycin. . . ... 2... 0,30!) 0,31°) 0,24") 
Leucyl-triglycyl-leucin 0,42 
)'-Naphthalinsulfoglycyl-l-tyrosin . . . 0,00 
Chloracetyl-l-tyrosn .......4.. 0,00 





5. Veranderungen der Serumpolypeptidase in pathologischen Fallen. 

Der Polypeptidasegehalt des menschlichen Blutserums, der 
cemif den Ergebnissen des ersten Abschnittes bei gesunden, 
niichternen Individuen von bemerkenswerter Konstanz ist, kann 
in pathologischen Fallen erheblich nach oben, mitunter auch 
nach unten schwanken; jedoch ist unser Beobachtungsmaterial 
noch zu unvollstiindig und zu wenig systematisch, um allgemeine 
Riickschliisse zu erlauben. Bei allen fieberhaften Erkrankungen, 
die wir untersuchten, ebenso bei kiinstlich hervorgebrachtem 
Mieber scheint eine mehr oder weniger starke Erhéhung des Poly- 
peptidasewertes die Regel zu sein, der mit dem Abklingen des 
Mebers zur Norm zuriickkehrt (Tab, VI, Nr. 6, 7, 9). Auch bei 
fieberfreien Wéchnerinnen in den ersten Tagen nach der Entbindung 
und bei einigen anderen nichtfieberhaften Erkrankungen findet 


1) Serum IIT. 2) Serum I. 
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man die Polypeptidasewerte erhdht. Recht kompliziert scheine 
e nh, 


soweit man aus dem sparlichen Beobachtungsmaterial Schliiss, 


ziehen darf, die Verhiltnisse bei der progressiven Paralyse zu sein. 
Wir fanden neben auffallend niedrigen Werten bei frischen, un. 
behandelten Fallen leicht erhéhte Werte in Seren von Krankey, 


die sich nach Malariakuren in Remissionen befanden. 
Tabelle VI. 
Polypeptidasewirkung pathologischer Sera. 


Im den Titrationsproben von 2 ccm sind enthalten 0,2 Millimol d,1l-Leucy| 
glycylglycin, 0,8 ccm Serum. py 7,0, eingestellt durch m/30-Phosphat 


und m/25-Ammoniak-Ammonchloridpuffergemisch. Versuchszeit 2 Stdn. 











t 40°. 
Diagnose Spaltung 
© (cem n/20-KOH) 
Normalwert (Mittel a. d. Versuchen d. Tabb. 1 u. 2) 0,30 
1. Woéchnerin fieberfrei am Tage der Entbindung. 0,50 
2. Wochnerin fieberfrei 1 Tag p. pt. ..... . 0,58 
3. Wochnerin fieberfrei 7 Tage p. pt... .... 0,25 
4. Wochnerin fieberfrei 9 Tage p. pt. . .... . 0,40 
5. Wochnerin fieberfrei 9 Tage p. pt. . ..... 0,35 
GC. Ammine TO ee 8 kw tw 0,90 
abgeheilt, Temp. 36,59 .....2... 0,25 
7. Angina Temp. 40,19 ... . 0,95 
abecheilt, Temp. 36,8' 0,28 
8. Sepsis Temp. 38,8° 0,55 
9. Beginnende Paralyse, erste Pyriferinjektion’) 
Temp. 36,5° 0,08 
39,5° 0,34 
38,5° 0,24 
36,5° 0,10 
10. Beginnende Paralyse, unbehandelt ..... . 0,10 
11. Paralyse nach erfolgloser Malariakur .... . 0,26 
12. Paralyse in Remission nach Malariakur... . 0,42 
13. Paralyse in Remission nach Malariakur. .. . 0,48 
14. Wirbelsiulentumor 0,60 
15. Schadelfraktur, Commotio 0,96 
16. Poliomyelitis ..... 0,28 
17. Multiple Sklerose . . . 0,44 
18. Asthma bronchiale 0,34 
19. Heufieber 0,38 
20. Nephritis .. . 0,38 


1) 2 stiindliche Messungen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, die uns die Durch- 
fiihrung dieser Arbeit erméglicht hat, danken wir ergebenst fiir ihre Unter- 


stiitzung. 











ee 


~ 




















a ane 


— 





81 


Uber die Auffindung von urdmieerzeugenden Stoffen. 


Von 


Julius Kleeberg und Wilhelm Schlapp. 
Mit 8 Figuren auf Tafel I. 


(‘Aus der Medizinischen Universitatsklinik Frankfurt a. M., Direktor Prof. Dr. F. Volhard.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Januar 1930.) 


Das dramatische Krankheitsbild der Uraémie ist immer wieder 
ein Gegenstand ernsthaftester experimenteller Forschung. Zu- 
weilen war man der Meinung, daB diese Autointoxikation auf der 
Zuriickhaltung von normalen Stoffwechselprodukten beruhe, die 
von den erkrankten Nieren nicht mehr fortgeschafft werden konnten. 
Von dieser Uberlegung ausgehend, hat man versucht, aus dem 
Urin von Nierengesunden Stoffe zu erhalten, die, Tieren ein- 
gespritzt, Uraimie erzeugen. 

Eine andere Anschauung, da die Urimie auf einer Ver- 
ciftung mit abnormen Stoffwechselprodukten beruhe, wies auf 
den Weg, im Blute von Nierenkranken auf solche Stoffe zu fahnden. 
Auch wir haben beide Wege beschritten. Da die Weltlteratur 
iiber dieses Thema von Volhard?) in seinem Werke eingehend ge- 
nannt ist, geniigt es hier, uuf die Arbeiten einzugehen, die auf 
unsere eigenen Untersuchungen von unmittelbarem EjinfluB ge- 
wesen sind. 


1. Untersuchungen tiber den Urin als Giftquelle. 


Vor etwa 20 Jahren haben Abelous und Bardier?) in einer Reihe von 
Arbeiten zwei Substanzen aus dem Urin beschrieben, die sie Urohypertensin 
und Urohypotensin nannten. Der erste Stoff wurde erhalten als alkoholischer 
oder atherischer Auszug, auch durch Fallung mit Sublimat oder Oxalat. Der 
zweite Stoff ist entweder als Rest bei der Oxalatfallung zu erhalten oder 
durch Ammoniumsulfatfallung. Das Hypertensin erhéhte beim narkotisierten 
Hund den Blutdruck, das Hypotensin senkt ihn und erwies sich als giftig. 
Das von den Autoren beschriebene Krankheitsbild bei den mit Urohypotensin 
vergifteten Tieren hatte Ahnlichkeit mit der menschlichen Uraimie. Dieser 

') Die himatogenen Nierenerkrankungen. Springer 1930. 

*) C.r. Acad. Sci. 147, 775 u. 1057 (1908); 148, 1471 (1909); 149, 142 
(1910); J. d. Phys. et de Path. gen. 11, 34 u. 777 (1909). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVIII. 6 
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J ted 


Stoff hatte noch die meisten EiweiBreaktionen. Die Autoren geben ferney 


an, das Hypertensin im Urin von Arteriosklerotikern vermiBt zu haben. 
In den Vorschriften von Abelous und Bardier ist einiges befremdlich,. 


So wird z. B. das Urohypertensin bei niederer Temperatur getrocknet, aber 


in kochendem Wasser gelést. Eindampfen und Konzentrieren der Ausgangs- 
lésungen nehmen sie ebenfalls bei einer Temperatur vor, die fiir viele bio- 
logische Stoffe gefahrlich ist. Wir sind dennoch nach ihren Vorschriften yor. 
yegangen. Es gelang uns aber nur die Darstellung des den Blutdruck er- 
niedrigenden Stoffes. 

Nun haben vor 4 Jahren Kraut und Frey’) in einer Reihe von Arbeiten 
interessante Ergebnisse veréffentlicht. Es gelang ihnen, aus dem Urin einen 
Stoff zu erhalten, der sich durch groBbe Reinheit und groBe Konstanz der 
Wirkung auszeichnete. Ihre Substanz iibt eine blutdrucksenkende Wirkung 


aus bei gleichzeitiger AmplitudenvergréBerung. Diese Wirkung steht in einer 


absoluten zahlenmaBigen Abhangigkeit der eingespritzten Stoffmenge derart, 


daB 0,1 mg den Effekt von 5 ccm Harn haben. Der Stoff gibt auBer der 


Millonschen Probe keine EiweiBreaktionen, ist durch Schwermetallsalze, 
durch Pikrinsiure, Phosphorwolframsiure fallbar. Die Autoren konnten 
ferner nachweisen, daB es sich nicht um Histamin und nicht um Cholin handelt. 
Auch von der Wirkung des Hypophysins war der Effekt verschieden. Kraut 
und Frey halten ihren Stoff fiir ein Kreislaufhormon, das sie auf kompli- 


ziertem Wege auch im Blute nachweisen konnten. Uber Giftwirkungen dieser 


Substanz wurden wenig Versuche angestellt. 

Wir haben nach den Angaben der beiden Autoren Urin von 
gesunden Menschen verarbeitet und die Ergebnisse in allem be- 
stitigen kénnen. Eine besondere Giftigkeit fiir weiBe Mause und 
Kaninchen fanden wir nicht. Aus Schrumpfnierenharn war eine 
solehe blutdruckbeeinflussende Substanz nicht darstellbar. 

In unseren eigenen Versuchen schien uns die Tierkohlen- 
adsorption am aussichtsreichsten. [Ks war lingst bekannt, da man 
durch Schiitteln mit Tierkohle den Urin von den meisten orga- 
nischen Stoffen befreien kann, da{B Zucker, Harnstoff und Salze 
aber als leicht loslich zuriickbleiben. Es mute nur ein Weg ge- 
funden werden, auf schonendste Art die adsorbierten Stoffe wieder 
abzuldsen. Hohe Temperaturen sollten vermieden werden, weil 
ein ‘Teil der komplizierteren organischen Stoffe sich bei der groben 
Oberflichenaktivitaét der Tierkohle sicher verindert hatte. Wir 
gingen von der Vorstellung aus, daf die Adsorption aus so zalil- 
reichen Gemischen, wie sie Harnldsungen darstellen, verschiedenen 
Kriften zuzuschreiben seien, chemischen und _ physikalischen 
(Lésungsvermégen, Ladung). Es war also bei der Umkehrung der 
Adsorption, der Elution notwendig, auf diese Faktoren Riicksiclit 
zu nehmen. Wir nahmen (K.) ein Losungsmittel, das erfahrungs- 


') Diese Z. 157, 32 (1926); Arch. f. exper. Path. 133, 1-(1928). 
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gemaB eine groBe Anzahl organischer Stoffe gut lést und be- 
einfluBten seine Ladung durch Zusatz von Siure. Nach mannig- 
fachen Versuchen erwies sich der 80—85°/,ige Alkohol mit einem 
Zusatz von 0,5°/, reiner Salzsiiure als am besten geeignet. Der 
Zusatz anderer Siuren oder die Wahl anderer Alkoholkonzentra- 
tionen war nicht so gtinstig. Elution in alkalischer Losung war 
nicht mdglich. Ebenso waren die Erfolge mit: Kaolin so schlecht, 
daB es als konkurrenzfihiges Material nicht in Betracht kam. Wir 
haben ferner versucht, mit Aluminiumgelen nach Willstatter 
und Kraut!) mit Gelen von Yttrium- und Lanthanhydroxyd 
nach Kleeberg?) ergiebige Adsorptionen zu erzwingen, aber eben- 
falls ohne Effekt. Endlich erwiesen sich die von Willstitter 
und Kraut?) bei ihren Fermentuntersuchungen mit so groBem 
Erfolg entwickelten Methoden der Voradsorption, der Adsorption 
aus verdiinnten Losungen usw. hier als nicht ergiebiger. 

Wir gingen im Prinzip also stets so vor, daB wir den frischen, 
filtrierten Mischurin gesunder und kranker Personen mit ‘Tier- 
kohle erschOpfend adsorbierten, bis er vollig farblos war. Die 
Tierkohle wurde dann ausgewaschen, durch mehrstiindiges Stehen- 
lassen und haufiges Schiitteln mit salzsaurem Alkohol eluiert und 
das Eluat im Vakuum eingedampft. Bevor die Eindickung bis 
zur Sirupdicke geschehen war, wurde bei miaig dickfliissiger 
Konsistenz mit Natronlauge bis noch zur schwach lackmussauren 
Reaktion versetzt und durch Ausfrierenlassen oder kurze Dialyse 
der gréBte Teil der noch vorhandenen Salze entfernt. 

Nach der ersten Tierkohlenadsorption haben wir in den Fillen, 
wo das Filtrat in dicker Schicht noch eine Gelbfirbung zeigte, 
mit elmer geringeren Kohlenmenge eine Nachadsorption vor- 
genommen und beide Koblenanteile vereinigt. 

Die mit den verschiedenen Anteilen beladene Kohle mu vor 
der Elution ausgewaschen werden, damit nicht Substanzen, die 
rein mechanisch zurickgehalten wurden, Nebenwirkungen ent- 
falten, und damit wirklich der itiberwiegendste Teil von Harnstoff 
und von Salzen in die Waschfliissigkeit iibergeht. Die Tierkohle 
selbst stammte von Merck. Man bezieht zweckmibigerweise 
gleich ein groBes Quantum, um fiir die Dauer seiner Versuche ein 
Priparat gleichmaBiger Beschaffenheit zu haben. 


') Ber. chem. Ges. 56, I, 149; II, 1117 (1923); 57, III, 58 (1924). 

*) Z. Kolloidf. 37, 17 (1925); 38, 226 (1926). 

*) Untersuchungen iiber die Adsorption von Enzymen. Stuttgart 1925 
(Habilit.-Schrift). 
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Die Harne stammten von Gesunden und von Schrumpfnieren- 
kranken. Personen (Frauen und Manner), die kein besonderes 
Leiden hatten, keine Medikamente bekamen, tranken am Abend 
zwel Becher leichten Tee oder Mineralwasser. Ks wurde dann der 
Harn der Nacht und des Morgens gesammelt und nach Filtrieren 
sogleich verarbeitet. Nur den Schrumpfnierenurin, der ja nur in 
geringerem AusmaBh zu erhalten ist, haben wir einige Tage lang 
unter oluolzusatz angesammelt und dann erst verarbeitet. 

Die durch Adsorption und Elution erhaltenen Priparate 
waren von Sirupdicke, tief braun, von einem durchdringenden 
aromatischen Geruch und in Wasser oder physiologischer Koch- 
salzlésung gut léslich. Sie gaben die Phenolreaktion nach Folin, 
gaben keine Reaktion mit Millons Reagens, keine Biuretreaktion. 
Die Extrakte waren in Alkohol absolut, in Chloroform, in Ather, 
Kisessig, Amylalkohol unléslich. Extrakte aus Schrumpfnieren- 
harn waren wesentlich heller gefirbt und rochen weniger stark. 

Uber die Entstehung der hellen Harnfarbe bei Schrumpf- 
nieren hat EK. Becher?) ebenfalls an dieser Klinik in den letzten 
Jahren eine Reihe schéner Versuche angestellt. 

Diese Extrakte wurden einmal als soleche benutzt, dann wurden 
sie als Ausgangsmaterial genommen, um aus ihnen als den kon- 
zentrierten Urinmengen Harnfarbstoffe abzusondern, die von 
Abelous und Bardier beschriebenen Substanzen herzustellen und 
das Kreislaufhormon von Kraut und Frey zu isolieren usw. 

‘ndlich haben wir aus den Extrakten, aber auch aus dem 
Urin selbst, Aminosiuren darzustellen versucht, nach Embden 
und Reese?), mit /-Naphthalinsulfochlorid und ferner biogene 
Amine nach Vorschriften von Guggenheim’) und Drexel.) 

An Wirkungen wurde die Giftigkeit fiir Mause, Kaninchen, Hunde ge- 
prift und die Veranderung des Blutdrucks. Bei den Untersuchungen iiber die 
Toxicitét wurden nur akute, héchstens 2 Tage dauernde Versuche gemacht. 
Die Blutdruckexperimente wurden so vorgenommen, daB gesunden Hunden 
in Urethan—Morphiumnarkose die Carotis und Jugularis freigelegt wurden. 
In beide GefaBe wurden Kaniilen eingebunden, von denen die eine zur intra- 
venésen Injektion diente, die andere mit Hilfe eines gabelf6rmigen Glas- 
stiicks ein Quecksilbermanometer und den Hyrtlschen Blutdruckmesser 
speiste. Um ein MaB fiir die Wirkung der zu injizierenden Extrakte zu haben, 
wurden zu Beginn jeden Versuchs 5 ccm normalen Mischurins eingespritzt, 


1) Dtsch. Arch, f. Klin. Med. 148, 46 (1925); Verhandl. d. dtsch. Ges. 
f. innere Med. XL. KongreB Wiesbaden, 8. 637 (1928). 

*) Beitr. z. chem. Phys. u. Pathol. 7, 411 (1906). 

3) Die biogenen Amine. Springer. 2. Aufl. 

*) Zit. von Guggenheim. 
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dessen Effekt in iiberaus typischer Weise als Blutdrucksenkung mit nach- 
folgender AmplitudenvergréBerung zu erkennen war. Kraut und Frey, von 
denen wir diese Standardmethode iibernommen haben, weisen mit Recht auf 
die Konstanz dieser Erscheinung hin. Wir kénnen ihnen auch darin bei- 
stimmen, daB die quantitativen Unterschiede der Ausschlige vom Alter der 
Hunde abhangen. Die Extrakte selbst wurden stets in gleichen Mengen 
(5—10 ccm), in gleichen Geschwindigkeiten eingespritzt. 

Alle Versuche wurden so oft wiederholt, bis sie einwandfrei reproduzier- 
bar waren. 

Spritzten wir Hunden im blutigen Blutdruckversuch 1 cem 
eines Tierkohlenextraktes in die Vene, so traten regelmiBig Blut- 
drucksenkung und AmplitudenvergréSerung auf. Das Ausmaf 
dieser Verainderungen schwankte bei den einzelnen Tieren etwas 
nach dem Alter, auch wohl nach der Darstellung der Priparate, 
zwischen 15 und 60°/, fiir den Blutdruck und zwischen 20 und 300°/, 
bei der Amplitude. Katzen reagierten stirker als Hunde, junge 
Tiere starker als altere. Die Ausschlige bei ein und demselben 
‘Tiere mit dem gleichen Priparat waren durchaus abhiingig von 
der eingespritzten Menge, so, daB 2 ccm den doppelten Effekt 
hatten wie 1 ccm. Dagegen war iiber ein gewisses MaB hinaus 
eine Steigerung des Kffektes nicht mdglich, ohne dab schwere 
Giftwirkungen auf Kreislauf und Atmung sich zeigten. Die Effekte 
waren die namlichen bei Durchschneidung beider Vagusnerven. 
Alle von gesunden Menschen stammenden Urine zeigten die be- 
schriebene Erscheinung. Es gab nur eine einzige Ausnahme und 
das war der Urin von Schrumpfnierenkranken. Wie die abgebildeten 
Kurven zeigen, verindert sich der Blutdruck durch Schrumpf- 
nierenextrakte gar nicht und die Amplitude kaum. 

Die dargestellte Amimosiiurefraktion und der Anteil der bio- 
venen Amine ergab keinen eindeutigen Effekt auf den Kreislauf. 
Von den Soxhletextrakten waren die mit Eisessig und Alkohol von 
starker Wirkung. Der Eisessigextrakt hatte eine Blutdrucksenkung 
von 30°’) und eine AmplitudenvergréBerung von 100°/,, der Alkohol- 
extrakt eine Blutdrucksenkung von 55°/, und eine Amplituden- 
vergroBerung von 175°/). 

Wir haben die Stoffe auch intraduodenal einverleibt, ohne 
daB selbst bei halbstiindigem Zuwarten nach jeder Instillation 
irgendein Effekt auf den Kreislauf zu konstatieren war. 

Wenn auch von vornherein wenig wahrscheinlich war, daf 
sich diese Mischung von Stoffen in allem so verhalten wiirde, wie 
die stark gereinigten Substanzen von Kraut und Frey, so haben 
wir doch versucht, zu erfahren, ob Zusammenbringen mit Serum 
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oder halbstiindiges Kochen die Wirksamkeit verandere. Wie die 
Kurven ergeben, bleibt der Effekt auf Blutdruck und Amplitude 
nach solehen Prozeduren aber unverindert. 

Die Giftigkeit aller Substanzen wurde an Kaninchen und 
Miiusen, zum Teil an Hunden gepriift. Der Extrakt nach Kraut 
und I’rey erwies sich selbst in betrachtlichen Mengen als un- 
giftig. Ebenso waren die durch Soxhletextraktion gewonnenen 
Substanzen ungiftig in Dosen, die das Urindeputat von 24 Stunden 
fiir die betreffende Tierart um ein Mehrfaches tiberstieg. Giftig 
war dagegen der durch Tierkohlenadsorption gewonnene Stoff. Bei 
der Beurteilung seiner Toxizitét muf man zwischen dem akuten 
Versuch und ciner Dauerwirkung unterscheiden. Durch intra- 
vendse Injektion einer entsprechend groBen Menge kann man 
einen 20 kg sehweren Hund in Sekunden téten. Es scheint ein 
Vagustod zu sein, da der Blutdruck abstiirzt, die Herzschlagfolce 
fiuBerst langsam wird und Speichelflu®B eintritt. Verteilt man 
diese Giftmenge auf 8 oder 4 Tage, dann tritt auBer einem leichten 
Erbrechen unmittelbar nach der Injektion keinerle1 Wirkung aut. 
Bei der Maus waren intraperitoneale Gaben des Tierkohlenadsor- 
bates tédlich, die etwa der 2—8fachen Menge des fiir diese Tiere 
charakteristischen Urindeputates entsprach. 





Experimenteller Teil. 


Die Substanzen nach Abelous und Bardier, wie die von 
Kraut und Frey wurden nach den Orginalvorsehriften der 
Autoren hergestellt. Soweit Tonerdegele in Frage kamen, sind dic 
Rezepte von Willstétter und Kraut benutzt. Wir gingen nun 
so vor, daB wir den meist leicht sauren Urin in gro8en Filtern 
filtrierten und dann mit Tierkohle schiittelten, 20—30 ¢ Tierkohle 
pro Liter Harn !/,—1 Stunde lang auf der Schiittelmaschine. Das 
Abnutsehen der Aufschwemmungen gelang immer sehr schnell. 
War das Filtrat in gréBerer Schichtdicke noch gelblich, so wurde 
erneut mit 10 ¢ Tierkohle pro Liter geschiittelt und die Tierkohlen- 
riickstiinde vereinigt. Diese Tierkohlenquanten wurden mit reich- 
lich destilliertem Wasser aufgeschwemmt und erneut auf der 
Nutsche abgesaugt. Lai8t man noch etwa einige 10 Minuten Luft 
nachsaugen, dann ist die auf dem Filter verbliebene Tierkoblen- 
menge so trocken, daB man sie ohne Verluste in Stiicke brechen 
kann. Man gibt nun 80°/,igen Alkohol mit 0,5°/, Zusatz reiner 
Salzsiiure (36°/,) hinzu und zwar auf 100¢ Tierkohle etwa 3/, Liter, 
liBt mehrere Stunden, am besten iiber Nacht stehen, schiittelt 
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einige Male gut um und saugt erneut ab. Das klare Filtrat wird 
vorsichtig mit NaOH bis zu schwach lackmussaurer Reaktion ver- 
setzt, im Vakuum auf etwa !/, bis '/, des Volumens eingedampft, 
auf 0° abgekiihlt, und, falls Salze auskrystallisiert sind, abgenutscht. 
Das Filtrat wird dann endgiiltig bis hOchstens 40° im Vakuum bis 
zur Sirupdicke eingedampft. 

Beispiel 1: Verarbeitung von 125 Liter Urin. 6 Flaschen zu 20 Liter 
werden mit je 200—250g Tierkohle beschickt und eine Viertelstunde ge- 
schiittelt. Es wird in groBen Nutschen abgesaugt und dieselbe Prozedur der 
Adsorption mit je 100 g Tierkohle wiederholt. Die Kohleriickstaénde werden 
vereinigt, in 5 Liter Wasser aufgeschwemmt und erneut abgenutscht. Nun- 
mehr wird der gesamte Kohleriickstand mit 3 Liter salzsaurem Alkohol iiber- 
gossen und unter gelegentlichem Schiitteln mehrere Stunden stehen gelassen. 
Es wird auf der Nutsche abgesaugt und der Kohleriickstand iiber Nacht noch- 
mals mit 1!/,—2 Liter salzsaurem Alkohol eluiert. Das filtrierte Eluat wird 
bei 35° im Vakuum abgedampft und tropfenweise mit 30°/,iger Natronlauge 
bis zur schwach sauren Reaktion versetzt. Es resultieren 250 g eines tief- 
braunen, sirupésen, stark riechenden Extraktes. 

Beispiel 2: 5 Liter Urin wurden filtriert, 100 g Tierkohle zugesetzt und in 
einer gut verschlossenen Flasche 15 Minuten lang geschiittelt. Hierauf wurde 
die Kohle abfiltriert und das noch schwach gelblich gefarbte Filtrat nochmals 
mit 50g Tierkohle 15 Minuten lang geschiittelt und filtriert. Die beiden 
Kohleriickstande wurden vereinigt mit 2 Liter destillierten Wassers gewaschen, 
in eine Flasche gebracht, 500 ccm Salzsiure—Alkohol zugesetzt (95°/,iges 
Athanol mit 2°/, Salzsiure), 1 Stunde lang eluiert und wiahrend dieser Zeit 
mehrmals geschiittelt. Die Kohle wurde abfiltriert und das Filtrat im Vakuum 
auf 25 cem eingeengt, mit verdiinnter Natronlauge bis zur schwach sauren 
Reaktion versetzt und 20 ccm davon 5 Stunden im flieBenden Wasser dia- 
lysiert. 

Vor dem Dialysieren zeigte das Priparat einen Gehalt von 
10,15 mg Kochsalz pro Kubikzentimeter, nach dem Dialysieren 
4,5 mg. 

Die mit diesen Extrakten erzielten Blutdruckkurven sind sehr 
anschaulich und stimmen qualitativ ganz mit denen iiberein, die 
1 5 
man durch intravenése Injektion von Urin selbst erhalt. Man 
sieht deutlich die Senkung des Blutdrucks und die Vergréerung 

der Amplitude. 

Darstellung der biogenen Amine. Die Ausgangslésungen, 
entweder Urin oder waBrige Loésungen des Tierkohleneluates, 
wurden mit Bleiacetat versetzt, filtriert und das iiberschiissige 
Blei durch Einleiten von Schwefelwasserstoff entfernt. Der iiber- 
schissige Schwefelwasserstoff wurde durch langes Luftdurchblasen 
vertrieben. Die Fliissigkeit wurde nun bis zur Sirupdicke ein- 
gedampft und mit Methylalkohol aufgenommen. Die eigentliche 
Ausfillung geschah jetzt weiter nach Drexel mit Phosphor- 
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wolframsiure in 3°/,iger schwefelsaurer Losung. Man abt 
24 Stunden stehen, filtriert, wischt gut aus und zerlegt die Wolfra- 
mate mit feingepulvertem Barythydrat. Das iiberschtissige Barium 
entfernt man durch Einleiten von Kohlensiure. 

Injektionen von dieser Losung waren ohne Einflu8 auf den 
Blutdruck und die Amplitude. 

Versuche mit Urinfarbstoffen. Das Urobilin in reinster Form 
verdanken wir der Liebenswirdigkeit von Herrn Professor Hans 
Fischer in Miinchen. Das Urochrom wurde einmal nach Klem- 
perer'), dann nach Hohlweg, Salomonsen und Manzini’) dar- 
gestellt. In beiden Fallen, sowohl mit frischem Urin, wie mit 
waiBrigen Lésungen des Tierkohleneluates als Ausgangsmaterial. 

Die Injektion eines der beiden Farbstoffe oder auch beider 
zusammen war wirkungslos auf Blutdruck und Amplitude. 


2. Die Bedeutung des Guanidins fiir die Uramie und den Hochdruck. 

Es wurde in der Einleitung schon auf zwei Wege hingewiesen, 
um der Frage nach der Auffindung von uraimieerzeugenden Stoffen 
niher zu kommen, und wir haben tiber die Experimente mit Urin 
berichtet. Im folgenden wollen wir nun die Erfolge einer zweiten 
Arbeitsrichtung schildern, ausgehend von der Anschauung, dal 
abnorme Stoffwechselprodukte und ihre Anhéufung im Blute zur 
Uramie fiihren kénnten. 

Hier lag nahe, von klinischen Beobachtungen auszugehen. 
Kleeberg?) hatte gefunden, da bei langerer Darreichung von 
Synthalin bei manchen Personen Symptome auftreten, die denen 
der Priuraimie recht ahnlich sind. Man konnte feststellen: Dys- 
pepsie, Achlorhydrie, Erbrechen, Durchfille, Kopfschmerz und bis- 
weilen Zunahme des Blutharnstoffgehaltes. Frank, der Ent- 
decker des Synthalins, hat mit seinen Mitarbeitern Nothmann 
und Wagner’) einen groBen Teil dieser Vergiftungserscheinungen 
schon beschrieben und versucht, im Synthalin B ein weniger ge- 
fahrliches Praiparat zu schaffen.*) 


Es gibt zahlreiche Arbeiten iiber die Giftwirkungen des Guanidins. 
Gerade Frank‘) und seine Schiiler [Stern und Nothmann!®)] haben umfang- 


1) Berl. Klin. Woch. Nr. 14, 8. 313 (1903). 

2) Biochem. Z. 13, 199 (1908). 

8) Z. klin. Med. (1930). 

4) Klin. Woch. Nr. 45, S. 2100 (1926); Dtsch. med. Woch. Nr. 49, 8. 2067 
(1926); Nr. 50, S. 2107 (1926). 

5) Frank, Stern u. Nothmann, Z. ges. exp. Med. 24, 341 (1921). 

6) Frank u. Stern, Arch. f. exper. Path. 90, 168 (1921). 
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reiche Studien dariiber angestellt. Sie finden, daB Dimethylguanidin viel 
giftiger als das einfache Guanidin ist und halten das durch die erstere Sub- 
stanz verursachte Krankheitsbild der Tetanie ahnlicher als die durch das 
methylierte Guanidin hervorgerufene Vergiftung. Heyde!) halt das Methyl- 
suanidin fiir das Toxin des anaphylaktischen Schocks. Aus den Experimenten 
von Watanabe”) geht hervor, daB bei der Guanidinvergiftung sich eine 
Herabsetzung des Gehaltes an Calcium und Zucker im Blute findet, eine Ver- 
mehrung des Phosphates, vermehrte Ammoniakausscheidung und verminderte 
Acidosis des Urins. Die tibrige groBe Literatur sei hier weiter nicht angefiihrt.*) 

Nun hat Major*) die letzten Jahre Untersuchungen experimentaler 
Art angestellt, um einen EinfluB8 zwischen Guanidin und Blutdruck fest- 
zustellen und hat mit Weber*) zusammen eine Methode ausgearbeitet, den 
Guanidingehalt des Blutes gesunder Menschen und Hochdruckkranker zu 
messen. 

Die Methode lehnt sich an den Nachweis von Wey! mit Nitroprussid- 
natrium an. 

Tiegs, ferner Marston und auch Pfiffner und Meyers®) haben 
mehrere Modifikationen dieser Methode zum Guanidinnachweis angegeben. 

Mit ihrer Methode haben Major und Weber eine ganze Anzahl von 
gesunden Menschen untersucht und einen gewissen Mittelwert von Guanidin 
im Blute gefunden. 


Wir haben genau nach dieser Vorschrift gearbeitet. Aber wir 
haben uns gefragt, ob auBer Kreatin und Kreatinin, welche von 
Major und Weber schon selbst bericksichtigt werden, andere 
im Blut vorhandene und mogliche Guanidinverbindungen die 
Farbreaktion nicht stéren kénnen. Weber gibt schon an, daB 
Dimethylguanidin auch eine solche Reaktion gibt, aber nur 2/, so 
stark wie reines Guanidin und Monomethylguanidin. Wir fragten 
uns vor allem, ob der Guanidinkern durch Ersatz einzelner Atome 
nicht so geindert werde, da die neue Verbindung eine andere 
Farbtiefe gibe, obwohl die neue Substanz bei entsprechender Kon- 
zentration den gleichen Anteil an reinem Guanidin enthalt. Wir 
priften Guanidincarbonat, Argininsulfat, Methylguanidin, asym- 
metrisches Dimethylguanidin und Guanidinessigsiure.”) Alle L6- 
sungen waren so hergestellt, daB in 1 ccm 1 mg Guanidin ent- 


1) Zbl. f. Physiol. 25, 401 (1911); 26, 441 (1912). 

*) J. of biol. Chem. 33, 43, 36. 

3) Vgl. Guggenheim, ,,Die biogenen Amine“. 

*) Amer. journ. of the Med. Sciens. 170, 228 (1925). 

°) Bull. of John Hopkins Hosp. 40, 287 (1927); 42, 207 (1927); Arch. 
of internat. med. 40, 891 (1927). 

*) Ausfiihrlichere Lit. vgl. Kleeberg, Z. ges. exp. Med. (1930). 

‘) Die Praparate stammten von der Firma Schering-Kahlbaum, der wir 
an dieser Stelle unsern ergebensten Dank aussprechen. 
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halten war. Diese Lésungen wurden genau so behandelt, wie die 


Majorsche Vorschrift der Guanidinbestimmung im Blute lautet. 
Bei der Ablesung der Colorimeterwerte ergab sich (von zwei 
Untersuchern unabhangig bestimmt), da Guanidinearbonat und 
Methylguanidin sich fast gleich verhalten, aber Dimethylguanidin, 
Arginin und Guanidinessigsiure ungefaihr die doppelten Colori- 
meterwerte geben. D.h. mit anderen Worten: dieselbe Konzen- 
tration der verschiedenen Guanidinverbindungen, berechnet auf 
reines Guanidin in mg-°/,, gibt verschiedene Farbtiefe. Es ist 
demnach nicht ohne weiteres moéglich, nach der von Major und 
Weber angegebenen Methode aus der Verinderung der Farbtiefe 
der Nitroprussidlésung auf eine Konzentrationsinderung der zu 
priifenden Guanidinlésung zu schlieBen. Vielmehr kann die Ande- 
rung der Farbe auch abhingig sein von der Anderung des chemi- 
schen Baues des Guanidinmolekiils ohne Veranderung der Menge 
des reinen Guanidinkernes. 

Major und Weber selber sagen iibrigens zum SchluB ihrer 
einen Arbeit, daB sie nicht behaupten, einen Beweis dafiir zu 
haben, da’ die Farbreaktion im Blute allein durch Guanidin ver- 
ursacht ist. Aber die Reaktion sei eben durch Guanidin tatsiich- 
lich gegeben und dieser Stoff sei eine blutdruckerhéhende Substanz. 

Wir haben trotz der theoretischen Bedenken und auch ex- 
perimenteller Belege gegen diese Reaktion von Major und Weber 
nach ihrer Methode eine Anzahl von Patienten untersucht und die 
Resultate in zwei Tabellen zusammengestellt. Aus den Tabellen 
geht hervor, daB tatsachlich bei einer Anzahl von Menschen mit 
hohem Blutdruck die Guanidinwerte erhéht waren. Die absoluten 
Zahlen stimmen nicht mit den von Major und Weber angegebenen 
iiberein. Wir glauben, daB es daran liegt, daB wir mit dem Keil 
von Authenrieth gemessen, wihrend die Amerikaner den Du- 
bosq genommen haben. 

Im nachfolgenden wollen wir eine Tabelle von Major inhalts- 
miBig in verkiirzter Form wiedergeben. 








+ ne Kreatinin | Guanidin RR 





35 Normale . . |26—40 2—5 |1,1—2,0 | 0,1—0,3 | 110/180—160,100 
35 Hypertonien . | 30—315 | 3,0—2,4 | 1,2—10,0} 0,3—2,3 | 156/110—250 245 


12 Fiillem.Guan.- 
Erhéhung . . | 60—315] 5—9 | 5,10 0,35—2,3 | 180/160—250/145 
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In dieser Tabelle fehlen die Werte fiir Cholesterin, fiir Indican 

















» und Xanthoprotein, Substanzen, die in einer bestimmten Ab- 
hingigkeit oder zumindesten Zusammengehorigkeit zu Guanidin- 
i. werten stehen. Das wird aus der Tabelle hervorgehen, die unsere 
| eigenen Untersuchungen wiedergibt. 
) Cr U Xantho.} Indik. | Cholest.] Kreat. | Guan. RR 
3) Normale . . {23—50 | 2—5 Q 0 100—145] 0.4 {[0,3—0,5}] 100/60 
150 90 
90 Hypertonien . [33—346]/2,4—17]0— + +40 — + +]120—285)/0,4—0,5]0,6—1,0] 175/90 
250/110 
12 Fillem.Guan.- |60—315}4,5—17]0— + +]0— + +|140—285} 0,5 0.71.0) 175/90 
290/110 


























Aus unserer Tabelle geht hervor, daB, qualitativ betrachtet, auch 
hier ein groBer Teil von Hypertonikern erhéhte Guanidinwerte 
zeigt. Aber bei genauerem Hinsehen ergibt sich doch, daB von 
18 Hypertonikern sechs keine erhéhten Guanidinwerte hatten, und 


| erat 
| Erhéhung . 
| 


| daB umgekehrt 4 Patienten mit betrichtlichen Guanidinmengen 
) kemen Hochdruck hatten [die ausfiihrlichen Tabellen siehe dazu 
| Kleeberg?)]. Es geht ferner aus den Untersuchungen hervor, daB 
stets, wenn das Guanidin wesentlich erhéht ist, auch andere Sub- 


stanzen in vermehrter Menge sich finden, fast immer Harnstoff 
und Harnsiéure, meistens auch Xanthoprotein und Indican. Wir 
hatten einen Fall von Kleesalzvergiftung, dessen Blutwerte so 
wichtig sind, da& wir sie einzeln nennen wollen. Bl. 55 Jahre, 
Blutdruck 120/40(!), Harnstoff 378 mg-°/,, Indican +-+-, 
Xanthoprotein ++, Guanidin 1,07. Es ist das also einer jener 
wichtigen Falle, die zeigen, daB zwischen Guanidin und Blut- 
druck kein einfacher kausaler Zusammenhang zu bestehen braucht. 
| Dabei war nicht etwa eine schwere Kreislaufinsuffizienz vorhanden. 
Auffallend ist in gleichem Sinne, dafi diejemgen Zuckerkranken, 
die hohe Cholesterinwerte besitzen, auch hohe Guanidinwerte 





hatten, unabhingig von der Hohe des Blutdrucks. 
| Nun hat Major als weiteren Beweis fiir seine Theorie Tier- 
experimente gemacht, bei denen er durch Injektion verschiedener 


Guanidinverbindungen BlutdruckerhoOhungen feststellt.. Auch durch 
Instillation in das Duodenum erhielt er das gleiche Resultat. In 
den Experimenten von Herxheimer?) und seiner Schiiler er- 





') A. a. O. 
*) Klin. Woch. 6, 2268 (1927). 
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gaben sich in dieser Hinsicht negative Resultate, wenn Kaninchen 
genommen wurden. Auch hier haben wir den experimentellen 
Weg beschritten und an Katzen und Hunden die Majorschen 
Versuche nachgemacht. Bei Katzen erhilt man je nach der 
Guanidinverbindung und der Konzentration wechselnde Resultate 
und nie sehr groBe Ausschlige. Was die Hundeversuche anlanct, 
so war bei alten Hunden mit einem hohen Anfangsblutdruck bei 
kleinen und mittleren Gaben von Guanidin und seinen Derivaten 
ebenfalls keine konstante Blutdruckerhéhung zu erzielen. Es ge- 
lang dagegen bei jungen Hunden, z. b. mit Dimethyl-Guanidin 
den bBlutdruck zu steigern. 

Major gibt an, einen gleichen Effekt auch erzielt zu habe n, 
wenn er Guanidin ins Duodenum eingoS. Uns ist das nicht ge- 
lungen. Unsere Resultate weichen auch insofern von denen der 
Amerikaner ab, als wir meistens erst bei gréReren Konzentrationen 
von intravends injizierten (Guanidinverbindungen  DBblutdruck- 
erh6hungen fanden, waihrend Major schon Hypertonien hervor- 
rufen konnte mit Quantitaéten, die den Normalwert beim Hund 
nur um das Doppelte tberstiegen. 

Wir haben nunmehr die Frage untersucht, ob im enteiweibten 
Blute von Gesunden oder von Nierenkranken oder von Menschen 
mit hohem Blutdruck Stoffe wiren, die den Blutdruck im Fx- 
periment irgendwie beeinflussen kOnnten. Wir haben verhaltnis- 
maiBig groke Mengen benutzt, 2—500 ccm. Wir verarbeiteten 
diese Quantitaéten genau so, wie es Major und Weber in ihrer 
Vorschrift angeben, nur daB wir das schlieBlich tibrigbleibende 
Produkt nicht zur Anstellung der Nitroprussidreaktion benutzten, 
sondern zum blutigen Blutdruckversuch. Es gab keine Blutdruck- 
erh6hung. Ebensowenig hatten wir Erfolg mit den Rickstiénden, 
die nach EnteiweiBungen mit Alkohol oder Trichloressigsiure an- 
gestellt wurden. Die meist auftretenden geringen Senkungen 
(siehe Kurve) sind als Effekt hypertonischer Injektionen in dic 
Blutbahn zu deuten. Endlich verwandten wir die uns im ersten 
Teile unserer Arbeit so erfolgreiche Tierkohlenadsorption. Nie- 
mals war ein Blutdruck erhéhender Effekt zu sehen, in einigen 
Fallen fanden wir eine geringe Blutdrucksenkung. 

In 4 Fallen haben wir Blut nach der EnteiweiBung so behande!t. 
wie es Abelous und Bardier fiir ihr Urin-Urohypertensin an- 
gegeben haben; wir konnten aber niemals filtrierbare oder ger 
krystalline Riickstande erhalten. 

Da Kleeberg gerade beim Guanidinproblem von den klini- 
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schen Beobachtungen bei der Synthalindarreichung ausgegangen 
war, so lag es nahe, &hnliche Experimente an Tieren zu machen. 
\Wir nahmen 4 Hunde, die im ganzen 4 Monate lang im Versuch 
standen. Es wurden groBe Tiere gewihlt und speziell Fleisch- 
fresser, die bei reichlicher Fleischkost gehalten wurden, weil hier 
Stérungen des EiweiBstoffwechsels oder der Schlackenausfuhr durch 
die Niere am ehesten im Blutchemismus zu erkennen sein muBten. 
2 Hunde erhielten taglich 1 g Guanidinearbonat, 2 andere Hunde 
tiiglich 80 mg Synthalin, die Sonntage wurde nichts gereicht. Vor 
dem Versuch wurden im Blute Harnstoff, Guanidin, Xantho- 
protein und Indican bestimmt und diese Untersuchung alle 30 Tage 
wiederholt. Xanthoprotein und Indican blieben vom Anfang bis 
zum Ende der Versuchszeit negativ. Der Harnstoff der beiden mit 
Guanidinearbonat gefiitterten Hunde stieg von 21 auf 56 mg-°/, 
bzw. von 24 auf 31. Die Harnstoffwerte der beiden Synthalintiere 
kamen von 24 auf 139 bzw. von 24 auf 128. Die Guanidinzahlen 
aller 4 Tiere wiesen keine wesentlichen Anderungen auf. Alle Tiere 
verloren in den letzten Wochen an Stimmung, an EBlust, wurden 
langsam und trége und bekamen struppiges Fell. Die wichtigen 
histologischen Befunde an den inneren Organen sind an anderer 
Stelle ausfiithrlich geschildert.?) 

Kehren wir noch einmal zu der Problemstellung zuriick. 
Major und Weber sehen im Guanidin eine blutdruckerhéhende 
Substanz. Freilich sagen sie in einer ihrer letzten Verdffentlichungen 
selber folgendes: ,,Das einzige positive Ergebnis, das wir geben 
kénnen ist, daB gewisse Hypertoniker in ihrem Blute eine Ver- 
kehrung jener Stoffe haben, die dieselbe Farbe geben bei einer 
bestimmten Reaktion wie Guanidin und gewisse chemische Kigen- 
schaften haben wie Jene, wie sie durch Guanidinbasen hervor- 
cerufen werden kénnen.‘* Wir erwaihnten dann kurz, dab Frank 
und seine Schiller groBe Unterschiede in der Art der Vergiftung 
fanden, je nach dem Priaparat, das verwandt wurde. Aus Franks 
wie aus Watanabes Experimenten gingen auch schon Be- 
zichungen zum Calciumstoffwechsel und zur Funktion der Epithel- 
korperchen hervor. An die Namen von Arnold und Gley, 
Brodd, Fiihner, Watson und Burns?) kniipfen sich Gedanken- 
vinge, daB Guanidin der Sensibilisator fiir das Adrenalin sei. 

Wenn wir diese Gedankenginge fremder Autoren, die Re- 
sultate ihrer Untersuchungen und endlich unsere eigenen Ex- 


*) Kleeberg, Z. klin. Med. (1930) und a. a. O. 
*) Lit. vgl. Kleeberg a. a. O. 
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perimente zusammenfassend betrachten, so muB gesagt werden, 
daB fiir irgendeine der Ansichten ein schliissiger Beweis nicht 
existiert. Ks wird in der Literatur zum Teil nicht auseinander. 
gehalten, daB Tierart, Charakter der benutzten Guanidinverbin- 
dung, kurzfristige oder langdauernde Versuche von entscheiden- 
dem Einflu®B auf die Resultate solecher Experimente sind. Gegen 
die Ansicht von Major spricht, dafi eine Anzahl von Menschen 
mit hohem Blutdruck keine Vermehrung von Guanidin zeigen, daf 
umgekehrt manche Falle von schwerster Niereninsuffizienz ohne 
Blutdruckerh6éhung hohe Guanidinwerte zeigen und endlich, da die 
von ihm und seinen Mitarbeitern angegebene Reaktion ftir Guanidin 
nicht spezifisch zu sein scheint. Freilich miissen auch wir einen ge- 
wissen blutdrucksteigernden Kifekt unter besonderen Bedingungen 
zugeben, auch daB nach Guanidininjektionen nachfolgende Adre- 
nalingaben wesentlich wirksamer waren. Die Moglichkeit also einer 
gegenseitigen Abhingigkeit im Sinne einer Empfindhchkeitssteige- 
rung zwischen Guanidin und Adrenalin scheint zu bestehen. 
Andererseits erlauben die klinischen, chemischen und _histo- 
logischen Befunde unserer eigenen Untersuchungen auch eine 
andere Deutung. Wir fanden in Jillen schwerster Niereninsuffi- 
zienz Guanidin erhdht, wenn gleichzeitig Harnstoff, Harnsiure, 
Xanthoprotein und Indican vermehrt waren. Wir konnten in 
Tierexperiment durch Guanidinvergiftungen Harnstofferhohungen 
erzwingen. Es gelang ferner bei solchen vergifteten Tieren, schwere 
Veriinderungen der Leber nachzuweisen. Wir wollen nicht so weit 
gehen, alle diese Tatsachen als einen Beweis fiir ursichliche und 


selbstiindige Giftwirkungen des Guanidins anzusehen. Aber wir 
glauben, daB die Zufuhr oder die Kigenbildung im Korper oder 


die Retention von Guanidinmengen ein wichtiges Symptom fiir 
einen krankhaften EiweiBstoffwechsel und schwerer Lebersehidi- 
gung ist und da dieses Symptom dem Nachweis vermehrten Aul- 
tretens von den vorhin genannten Eiwei&stoffwechselprodukten 
gleich zu setzen ist. 

Die nichste Aufgabe scheint uns zu sein, eine empfindliche 
und wirklich spezifische Reaktion zum Guanidinnachweis 1) 
kleinen Blutmengen zu schaffen. 


Experimenteller Teil. 


Die sehr ausfithrlichen Angaben von Major und Weber tur 
die Ausfiihrung der von ihnen beschriebenen Nitroprussidreaktion 
zum Guanidinnachweis miissen im Original nachgewiesen werden. 
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Das Blut wird nach Folin-Wu enteiweiBt, das Filtrat schwach 
alkalisch gemacht, mit Tierkohle adsorbiert und nach dem Fil- 
trieren die Tierkohle samt Filter mit salzsaurem Alkohol aus- 
cezogen. Der alkoholische Auszug wird zur Trockne verdampft, 
mit genau 7 ccm H,O aufgenommen und 5 cem davon mit einer 
besonders hergestellten Standardlésung von Guanidinearbonat im 
Colorimeter verghchen. Wir méchten nur hinzusetzen, daB folgende 
Handgriffe sehr wichtig sind: Bei der EnteiweiBung mit Phosphor— 
Wolframsiure muf man dem Blute zuerst die Schwefelsiiure zu- 
setzen; ferner stellt man sich gleich ein groBes Quantum Tier- 
kohle bereit, um ein Material von immer gleich starker und gleich- 
miBiger Adsorptionskraft zu besitzen. Und endlich mu’ man 
sich genau nach den von den beiden Autoren angegebenen Ab- 
lesungszeiten richten. 

Die Untersuchungen mit den verschiedenen Guanidinverbin- 
dungen geschahen folgendermaBen. Wir nahmen Arginin, Mono- 
methylguanidin, Dimethylguanidin, Guanidincarbonat und Guani- 
dinessigsaure. Von diesen Stoffen wurden Loésungen hergestellt, 
derart, daB in 1 cem je 1 mg reines Guanidin!) enthalten war. 
Nun wurde die von Major und Weber beschriebene Reaktion 
mit diesen reinen Loésungen angestellt, ferner wurden diese L6- 
sungen mit Tierkohle adsorbiert und endlich wurden genau ab- 
vemessene Mengen dieser Loésungen frischem Blut zugesetzt und 
dann das Blut nach der Originalvorschrift der Autoren behandelt. 
Die Ablesungen selbst wurden von uns beiden unabhiingig von- 
eimander gemacht. 

Die Verarbeitung der groben Blutmengen geschah nach _ be- 
kannten Prinzipien. Die Blutdruckversuche wurden genau so an- 
cestellt, wie sie im ersten Teil dieser Arbeit schon beschrieben sind. 

Erklarungen zu Tafel I. 


Fig. 1, Typisches Bild nach Injektion von 5ccm normalen Urins. Deutliche Blutdrucksenkung, 
starke AroplitudenvergroBerung. 

Fig. 2. Typisches Bild nach Injektion eines durch Tierkohlenadsorption gewonnenen Extraktes. 
Deutliche Blutdrucksenkung, starke AmplitudenvergréBerung. (Die Liicke in der zweiten 
Kurvenhalfte unten kam durch ein leichtes Schleudern des &chreibhebels), 

Fig. 3 zeigt die Wirkung einer durch Tierkohlenadsorption gewonnenen Extraktmenge ent- 
sprechend ?/, Liter Ausgangsurin. 

Fig. 4 zeigt bei vollig gieichen Mengenverh4ltnissen und gleicher Gewinnungsweise die wesent- 
lich geringere Wirkung auf den Blutdruck und vor allem auf die Amplitude bei einer 
beginnenden Niereninsuffizieuz. 

. 5, Wirkung eines durch Kaolin gewonnenen Extraktes. 

., Wirkng eines durch nachtrigliche Tierkohlenadsorption gewonnenen Extraktes, nach- 
dem er zuvor mit Kaolin behandelt worden war: immer noch deutliche Blutdruck- 

_ _ senkung nnd AmplitudenvergréBerung. 

Fig. 7 zeigt die Blutdrucksteigerung und AmplitudenvergréSerung nach Injektion von 0,1 Di- 

. methylguanidin bei einem 9 kg schweren Hunde. 

Fig. 8a und 8b zeigen die Wirkungen eines Extraktes, gewonnen aus 10) ccm Blut des Hyper- 
toniekranken B. Es sind Alkoholfallungen und FAllungen durch Trichloressigsdure 
vorausgegangen. 


') D. h. berechnet auf den vollen Guanidinkern. 
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Uber Sturin. 


Von 
K. Felix und A. Lang. 


(Ausgefihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Laboratorium der II. Mediz.-Klinik der Universitat Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 1930.) 


Das Sturin beansprucht in zweifacher Hinsicht ein besonderes 
Interesse fiir die Konstitutionsforschung der Proteine. Einmal 
ist es bis jetzt der einzige Vertreter der Triprotamine, jener 
Untergruppe, welche alle drei Hexonbasen Arginin, Histidin und 
Lysin enthalt; weiter fehlen ihm die bekannten Oxyaminosiiuren, 
Nach den bisherigen Analysen enthilt es kein Serin und kein 
Prolin. Obwohl noch keine Tatsachen dafiir sprechen, so wiire 
rein theoretisch doch mit der Méglichkeit zu rechnen, da das 
Prolin im Verband des EKiweiBmolekiils als e-Amino-d-oxy-valerian- 
siure vorkommt und erst bei der Hydrolyse in die cyelische 
Form iibergeht. Wir erhofiten nun von einer Untersuchung des 
Sturins Auskunft tiber die Form zu erhalten, in welcher jener 
Sauerstoff in den Proteinen und im besonderen den Protaminen 
auftritt, der nicht durch den Gehalt an freien Carboxylen, Peptit- 
bindungen und nachweisbaren Oxyamivosduren zu_ erklaren ist. 
Auch im Clupein ist der Sauerstofigehalt héher als der Anzahl 
der freien Carboxyle, der Peptidbindungen und dem Gehalt an 
Serin und schlieBlich auch an Prolin entspricht. Es wurde ver- 
mutet, daB dieser UberschuB in Form von Hydroxylgruppen vor- 
handen ist. 

Fiir diese Untersuchungen standen uns 10,4 g Sturinsulfat 
aus einem Originalpraparat von A. Kossel zur Verfiigung, die 
wir dem liebenswiirdigen Entgegenkommen von Prof. Edlbacher 
in Heidelberg verdanken. Das Priparat war nach dem Verfahren 
von Kossel dargestellt worden, bei dem bereits insofern eine 
Reinigung erreicht wird, als sowohl die am leichtesten und am 
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schwersten léslichen Beimengungen abgetrennt werden.*) Um 
sicher zu gehen, haben wir aber das Priiparat noch einmal der- 
selben Behandlung unterworfen, welche beim Clupein zur Tren- 
nung der verschiedenen Protamine fihrte.*) Vorher wurde das 
Sulfat aus wiiBriger Loésung fraktioniert mit Natriumpikrat ge- 
fallt. Auf den ersten Zusatz schied sich eine geringe Menge 
eines schmierigen Pikrates ab, welche sicherlich nur Verunreini- 
eungen enthielt und deshalb verworfen wurde. Die weiteren 
Fraktionen besaBen zwar gleiche Eigenschaften, wurden aber doch 
in zwei Portionen getrennt weiterverarbeitet. Sie wurden mit 
trockenem Methylalkohol und Salzsiiure verestert und die beiden 
Esterfraktionen mittels methylalkoholischer Salzsiiure in einen 
leicht und einen schwer léslichen Anteil geschieden. Der leicht 
lisliche enthielt bei weitem die Hauptmenge. Der schwer lés- 
liche war so minimal, daB seine Untersuchung aussichtslos war 
und er verworfen wurde. Die leicht léslichen Anteile der beiden 
Esterfraktion hatten dieselbe Zusammensetzung und die gleichen 
Kigenschaften und wurden deswegen wieder miteinander ver- 
einigt. Das Praparat bestand also zum gréBten Teil aus ein- 
heitlichem Material. Bei der wiederholten Veresterung trat keine 
Anderung der freien Aminogruppen und der veresterbaren Carb- 
oxyle ein. Vom Standpunkt der Peptidtheorie aus bewirkt also 
dieses Reinigungsverfahren keine Zersetzung der Protamine. Anders 
mégen sich die komplizierten EiweiBkérper verhalten. Beim 
Histon der Thymusdriise z. B. andern sich Aminogruppen und 
Carboxyle zwar auch nicht, aber es wird wihrend der Veresterung 
Schwefelwasserstoff abgespalten. 

Die Ergebnisse der Analyse des Sturin-methylester-hydro- 
chlorids, das im Vakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxyd zur 
Gewichtskonstanz getrocknet war, sind in der folgenden Uber- 
sicht zusammengestellt. 

Das Sturin enthalt vorgebildete Methylgruppen und unter- 
scheidet sich damit von vielen andern KiweiBkérpern. Inzwischen 
wurde auch derselbe Befund beim Histon der Thymusdriise er- 
hoben. Das Mindestmolekulargewicht von 3552,63 und die fir 
die berechneten Werte zugrunde gelegte empirische Formel 
wurde auf der Basis, dab nur eine Methylgruppe im Molekiil vor- 
kommt, aufgestellt. Das Mindestmolekil enthilt 4 freie Amino- 
gruppen, 2 veresterbare Carboxylgruppen, 11 Arginine, 2 Histidine 
und 3 Lysine. Die Monoaminosiuren haben wir wegen Material- 
mangels nicht mehr bestimmt. Nach A. Kossel und H. D. Dakin®) 
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Berechnet fiir 
Sturin-methylester-hydrochlorid Gefunden | C,,,H.4,0,,N,,Cl,. 
(2552,63) 
Spezifische Drehung — 63,22° 
In Gewichtsprozenten 























Methoxylgehalt ........ 1,68 °/, 1,746 °/, 
Methyl am Stickstoff . .... . 0,37 0,423 
Ek ee ak aw 38,40 38,51 
a a 6,71 6,81 
Pe << os as ck ee we we 23,52 23,66 
a ae ee ee ee 13,29 13,05 
aera 2. ee ee 18,08 17,97 
In Prozenten vom Gesamtstickstoff 

Freie Aminogruppen . .... . 7,92 °%, 6,67 °/, 
a ee a a ee 72,71 73,33 
a ee 10,10 10,00 
ee ee ee 9,06 - 10,00 
Monoaminosiiuren . . .... . — 6,67 
Freie Aminogruppen im Hydrolysat 40,49 39,00 
PeMGthyingel..... 6 1 2 so os 26,68 — 


enthilt das Sturin Alanin und Leucin (oder ein Isomeres desselben). 
Die Analyse stimmt am besten auf 3 Alanin und 1 Leucin. Jas 
Arginin wurde als Flavianat, das Histidin kolorimetrisch und das 
Lysin durch Fallung mit Phosphorwolframsiure im Filtrat des 
Silberbarytniederschlags bestimmt. Die Werte fir die beiden 
ersten Hexonbasen stimmen mit den berechneten Werten gut 
iiberein, dagegen sind die fiir Lysin etwas niedrig ausgefallen, es 
]aBt sich in kleinen Mengen Protamin schwer genau quantitatiy 
bestimmen. Unter dem Vorbehalt, daB sich der Wert fiir Lysin 
spiiter bestitigen laBt, verhalten sich die Hexonbasen im Sturin 
zu den Monoaminoxauren wie 4 zu 1, und bestehen die 4 freien 
Aminogruppen aus drei endstaindigen Lysiuaminogruppen, wahrend 
eine anderen Ursprungs ist. 

Unter demselben Vorbehalt besitzen die Bausteine des Stu- 
rins 23 primaire Aminogruppen und 20 Carboxyle und werden bei 
ihrer Verkniipfung 19 Amino- und 18 Carboxylgruppen verbraucht. 
Die Carboxyle werden aller Wahrscheinlichkeit nach mit ebenso- 
viel Aminogruppen Peptidbindungen eingegangen sein. Eine letzte 
Aminogruppe wire anders gebunden. Dieselben Verhialtnisse 
wurden auch beim Clupein gefunden.*) Der Sturinmethylester 
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entspricht den beiden Clupeinestern A, und A,. Die Analogie 
erstreckt sich auch noch auf das Siurebindungsvermégen. Nach 
dem Chlorgehalt betragt es fiir das Sturin 18 Aquivalente. Nach 
dem Gehalt an Arginin, Histidin und freien Aminogruppen wiirde 
man nur 17 erwartet haben. Von den Clupeinestern A, die 
4 Arginine enthalten, werden 5 Salzsiurereste gebunden, in beiden 
Fillen also ein Aquivalent mehr, entsprechend der einen vielleicht 
nicht peptidartig gebundenen Aminogruppe. 

Eine besondere Beachtung verdient nun hier die Funktion 
der Sauerstoffatome. Ein Mindestmolekiil enthilt 29 Sauerstoff- 
atome. Davon sind 4 in den beiden freien Carboxylen und 18 
in Peptidbindungen, 7 sind nach der Bausteinanalyse nicht 
unterzubringen. Sie kénnen, wie fiir das Clupein angenommen 
wurde, Hydroxylgruppen angehéren. Nach noch nicht verdffent- 
lichten Versuchen nimmt das Clupein bei der Benzoylierung nach 
Schotten-Baumann so viel Benzoyle auf, als dem Gehalt an 
Arginin und den noch hypothetischen Hydroxylen entspricht. Das 
Sturin nimmt 28 Benzoylgruppen auf, ebenfalls mehr als den 
freien, stickstofthaltigen Gruppen entspricht. Denn die (Guanidin-, 
Amino- und Imidazolgruppen kénnen nur: 17 binden. Von den 
iiberschiissigen 11 kénnten die hypothetischen Hydroxyle 7 iiber- 
nehmen, ein Rest von 4 muB anders gebunden sein, vielleicht an 
Peptidbindungen. Ihre Iminogruppen kénnen, wie M. Berg- 
mann, V. du Vigneaud und L. Zervas!) gezeigt haben, mit 
Acylresten reagieren. In dem beschriebenen Modell war jedoch 
die acylierte Peptidbindung auBerordentlich empfindlich gegen 
Basen. 

Zur Klarung der Ergebnisse der Benzoylierung haben wir 
Sturin mit Dimethylsulfat methyliert, um die Stickstoffgruppen 
bei einer nachfolgenden Benzoylierung auszuschalten. Unter unsern 
Versuchsbedingungen trat nur eine Methylierung am Stickstoff 
ein und zwar wurden im ganzen 16 Methylgruppen aufgenommen. 
Der Gehalt an Methoxy! stieg nicht an. Daraus ergibt sich eine 
N-Methylzahl von 26,68 (Zahl der Methylgruppen, die auf 100 Atome 
Stickstoff aufgenommen werden). S. Edlbacher?) fand einen 
etwas niedrigeren Wert, 24, worin auch noch die priformierte 
Methylgruppe enthalten ist. Nimmt man an, da8 von den Gua- 
nidin-, Amino- und Imidazolgruppen nur je eine Methylgruppe 
aufgenommen wird, so hatte man eine Zunahme von 17 erwartet. 
Offenbar steht die bereits vorhandene Methylgruppe an einer Stelle, 
wo auch das Dimethylsulfat angegriffen hatte. Nach der Me- 
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thylierung ist die Diazoreaktion negativ, was fir eine Beteiligung 
des Imidazolrings spricht. 

Die Benzoylierung des methylierten Sturins fihrte zu keinem 
verwertbaren Resultat, da eine Spaltung eintrat. Die Einzelheiten 
sind im experimentellen Teil geschildert. 

In mancher Hinsicht verhiilt sich das Sturin also &hnlich 
wie das Clupein. Es besitzt ebenfalls einen UberschuB an Sauer- 
stoff, der sich allem Anschein nach zwar benzoylieren laBt, dessen 
Bindungsart aber nicht geklirt ist. 


Experimenteller Teil. 

9g Sturinsulfat wurden in etwa 300 ccm Wasser gelést und 
mit 0,5-n-Natriumpikrat in Portionen versetzt. Auf die ersten 
10 ccm fiel eine geringe Menge eines schmierigen Pikrates, das 
wohl in der Hauptsache aus Verunreinigungen bestand und nicht 
weiter untersucht wurde. Aus dem Filtrat fallten weitere 80 ccm 
des Pikrates einen sich gut absetzenden Niederschlag, der aus- 
giebig mit Wasser gewaschen wurde und nach dem Trocknen an 
der Luft 7,3g wog. Dieses Pikrat (I) begann bei 160° zu sintern 
und schmolz bei 235° unter Zersetzung. Aus dem Filtrat schied 
sich auf Zusatz von wieder 80 ccm Natriumpikrat eine weitere 
Menge aus (Pikrat II). Lufttrocken wog sie 6,3 g und zersetzte 
sich ebenfalls bei 235°. Zur Analyse wurde im Vakuum iiber 
Phosphorpentoxyd bei 100° zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


3,920 mg Substanz gaben §,590 mg CO,, 1,550 mg H,0. 


4,130 mg ss »  0,8835 ccm N,, 713 mm, 18°. 
Gef. C 38,89°/, H 4,43°/, N 23,52°/, 

Fiir Sturin-14-pikrat C,9gH,,,QOj.7N jo, (6074,9) 
Ber. C 38,729, H 4,31°/, N 23,52 °/,. 


Das Filtrat der letzten Pikratfillung wurde mit Salzsiiure 
angesiiuert, auf ein bestimmtes Volumen gebracht und darin der 
Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 61,7 mg Stickstoff waren 
der Fiillung entgangen. 


Darstellung des Sturin-methylester-hydrochlorids. 


6,5 g des lufttrockenen Pikrates I wurden in etwa 100 ccm 
reinem und trockenem Methylalkohol suspendiert und trockenes 
Salzsiiuregas eingeleitet. Das Pikrat ging bis auf eine geringe 
Menge einer zihen Masse in Lésung und wurde nach Filtration 
mit Ather gefallt, Ausbeute 3g. Sie wurden noch einmal mit 
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Methylalkohol und Salzsiure behandelt und mit Ather gefallt, 
Der Niederschlag wurde in wenig Methylalkohol aufgenommen und 
in einen schwer und leicht léslichen Anteil getrennt, Ausbeute 0,1 
bzw. 2,63 g. 

Das leicht lésliche Sturin-methylester-hydrochlorid ist ein 
weiBes, nicht hygroskopisches Pulver, beginnt bei 150° zu sintern 
und schmilzt bei 250° unter Zersetzung. 0,1762 g lufttrockene 
Substanz verloren beim Trocknen iiber P,O, bei 100° im Vakuum 
0,0154g = 8,75 °/,. 

Bestimmung von Methoxyl und Methyl am Stickstoff nach Zeisel, 
Pregl-Edlbacher. 


50,0 mg Substanz gaben 5,80 mg AgJ = 1,53 °/, OCH,. 


50,0 mg 1 ‘ 3,40 mg AgJ = 0,435°/, CH,/N. 
59,6 mg ‘ » 1,40 mg AgJ = 1,64 °/, OCH,. 
106,0 mg ‘a 5, 5,816mg AgJ = 0,351°/, CH, /N. 


Optische Aktivitit: 
0,3123 g bei 100° iiber P,O, getrocknete Substanz wurden zu 30,0 cem 
gelést und im 2 dm-Rohr polarisiert. 
afi? = 1,812 +80 _ __ ga 40 
Kjeldahl: Je 5,00 cem dieser Lésung verbrauchten 8,75 und 8,70 cem 
0,1n-HCl, im Mittel 8,725 cem = 23,45°/, N. 
Freier Amino-N nach van Slyke: 
10 ccm derselben Lésung gaben in 20 Min. 3,50 cem N,, 719,5 mm, 
245°, 1,840 mg NH,-N bzw. 7,54°/, vom Gesamt-N. 
C, H nach Preg!: 
3,900 mg Substanz gaben 5,470 mg CO,, 2,475 mg H,O. 
Gef. C 38,22 °/, H 6,35 °/, 
Chlorbestimmung: 
0,2389 g getrocknete Substanz zu 30 ccm gelost: 
10,0 cem ergaben 58,5 mg AgCl = 18,17°/, Cl 
59,0 mg AgCl = 18,30°/, Cl 
Die optische Drehung dieser Lisung betrug in einem 2 dm-Rohr 
— 1,048, — 1,028° und die daraus berechnete spezifische Drehung 


[a]? = — 65,89, — 64,6°. 


6 g des Pikrates If wurden in etwa 100 ccm trockenem 
Methylalkohol suspendiert und mit trockenem Salzsiuregas ver- 
estert. Es trat eine vollkommen klare Lisung ein, die mit Ather 
gefallt wurde. Der Niederschlag wurde noch einmal mit Methyl- 
alkohol und Salzsiure behandelt, wobei sich eine geringe Menge 
schwer léslicher Substanz abschied, von der abfiltriert wurde. 
Der leicht lésliche Sturinester wurde mit Ather ausgefillt und noch 
zweimal aus Methylalkohol mit Ather umgefallt, Ausbeute 2,22 g. 
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Dieser leicht lésliche Sturinmethylester stellt ebenfalls ein 
weibes, nicht hygroskopisches Pulver dar und schmilzt nach vor- 
herigem Sintern bei 250° unter Zersetzung. 


0,5121 g lufttrockene Substanz verloren beim Trocknen im Vakuum 
iiber P,O, bei 100° 36,3 mg an Gewicht = 7,10 °/,. 

Bestimmung von Methoxyl und Methyl am Stickstoff: 

157,0 mg Substanz ergaben 21,07 mg AgJ = 1,77 °/, OCH. 

8,11 mg AgJ = 0,331°/, CH,/N. 

0,4734 g trockene Substanz wurden zu 50 cem fiir die nachfolgenden 
Bestimmungen geldst. 

Kjeldahl: 

5,0 cem ‘verbrauchten 7,97, 7,93 cem 0,1 n-HCl, im Mittel: 17,95 ccm 
== 28,51 °/, N. 

Freier Amino-N nach van Slyke: 

10 cem gaben in 20 Min. 3,45 ccm N,, 725mm, 22,6° = 1,847 mg N 
= 8,30°/, vom Gesamt-N. 

C, H nach Pregl: 

8,640 mg Substanz gaben 5,130 mg CO,, 2,260 mg H,0O. 

Gef. C 38,47 °%/, H 6,95 °/, 
Chlorbestimmung: 
10 ccm gaben 68,4 mg AgCl = 17,87 °/, Cl. 
68,8 mg AgCl = 17,98 °/, Cl 
Die Bestimmung der optischen Drehung im 2 dm-Rohr ergab: 


+9()0 1,136+-50 il 1,186 - 50 


a =— — 
“Ip 0,4784 + 2 0,05 LaJp 0,4734 +2 


Da die beiden leicht léslichen Ester aus den Pikraten [| 
und II gleich zusammengesetzt waren, wurden sie gemeinsam 
weiter verarbeitet. DaB die Substanz tatsichlich einheitlich war, 
und bei der Wiederholung der Veresterung keine Zersetzung bzw. 
keine Zunahme der veresterbaren Carboxyle eintritt, zeigt der 
folgende Versuch: 

2,42 ¢ wurden in 50 eem Methylalkohol gelést, wobei eine ganz ge- 
ringe Spur unléslich blieb und abfiltriert wurde, und mit Salzsiiure ver- 
estert. Dabei fiel wieder eine kleine Menge eines Esters aus, die abfiltriert 
und aus Methylalkohol mit Ather umgefillt wurde. 

73,6 mg Substanz gaben 9,53 mg AgJ = 1,71 °/, OCHs. 

4,671mg AgJ = 0,405°/, CH,/N. 

Der bei der Veresterung gelést gebliebene Anteil wurde mit Ather 
gefillt und noch zweimal umgefiillt, Ausbeute an zur Gewichtskonstanz 
getrocknetem Kster 1,90 g. 

C, H nach Pregl: 

4,220 mg Substanz gaben 5,900 mg CO,, 2,500 mg H,O. 





— 62,79. 





8,510 mg - » 5,000 mg CO,, 2,220 mg H,O. 
4,520 mg » » 6,850 mg CO,, 2,630 mg H,O. 


C = 38,15 38.85, 38,33 °/, 
H = 6,63 7,08, 6,53 9 
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81,8 mg Substanz gaben 11,1 mg AgJ = 1,79 °/, OCH. 
4,557 mg AgJ = 0,361°/, CH,/N. 


Kjeldahl: 

38,30 mg Substanz verbrauchten 6,45 ecm 0,1 n-HCl = 23,60 °/, N. 

Bestimmung des Arginins: 

0,22 g Sturinmethylester wurden in 25 ccm konzentrierter Salzsiure 
gelést und 20 Stunden unter RiickfluB gekocbt, die tberschiissige Salzsiiure 
durch mehrmaliges Abdampfen im Vakuum entfernt und das Volumen auf 
100,0 cem gebracht. 

Gesamt-N: 10 cem der Lésung verbrauchten 3,71, 3,76 cem 0,1 n-HCl. 

Zwei Proben von je 30 ecm (Gesamt-N = 15,68 mg) wurden mit Wasser 
auf 150 cem aufgefillt und mit 5 cem 10°/, Flaviansiiure versetzt. Nach 
24 Stunden wurde das Argininflavianat abfiltriert und gewogen: 


99,1, 99,8 mg = 11,37, 11,45mg Arginin-N = 72.45, 72,96 °/, vom Gesamt-N. 


Freier Amino-N im Filtrat des Argininflavianats. 

Die beiden Filtrate von der Argininbestimmung enthielten I. 4,31 
und II. 4,23 mg Gesamt-N. Sie wurden eingedampft und in den ganzen 
Volumina der freie Amino-N nach van Slyke bestimmt: 

I. 6,75 cem N,, 20 Min., 713 mm, 22,7° = 3,551 mg NH,-N = 82,41 °%, 
vom Gesamt-N des Filtrates. 

IT. 6,50 ecm N,, 20 Min., 717 mm, 20,9° = 3,461 mg HN,-N = 83,8 °/, 
vom Gesamt-N des Filtrates. 

Zihit man dazu den freien Amino-N des Argininflavianats, so ergibt 
sich fiir das ganze Hydrolysat ein Gehalt von 40,76 bzw. 40,22, im Mittel 
4(),49 °/y Amino-N vom Gesamt-N. Bezogen auf das Mindestmolekular- 
gewicht betrigt die Zahl der primiren Aminogruppen der Bausteine 24; 
fiir 11 Arginine, 2 Histidine, 3 Lysine und 4 Monoaminosiuren berechnet 
sie sich zu 23,4, wobei fir den freien Aminostickstuff des Histidins 40 °/, 
des Gesamtstickstoffs gesetzt sind, wie die direkte Bestimmung ergibt. 

Bestimmung des Histidins: 

Ungefibr 0,65 g Sturinester wurden 20 Stunden mit konzentrierter 
Salzsiiure hydrolysiert, im Vakuum die itiberschiissige Salzsiure nach Még- 
lichkeit abdestilliert und der Riickstand mit Wasser auf 100 cem aufgefiillt. 

Kjeldahl: 5 cem verbrauchten 4,98, 4,91 ecm 0,1 n-HCl = 138,46 mg 
Gesamt-N., . 

Die Histidinvergleichslésung enthilt 0,08225 mg Histidin-N in 5 ecm. 

5eem des Hydrolysats wurden mit Wasser auf 30 ccm verdiinnt. Von 
dieser verdiinnten Lésung wurden Proben von I. 2 cem und II. 3 eem ab- 
gemessen und mit Wasser auf 5 ccm aufgefiillt. 5 eem der Histidinver- 
gleichslésung und diese beiden Verdiinnungen des Hydrolysates wurden 
mit 2cem Diazoreagenz nach Koessler und Hanke*) und 5 cem Soda- 
lisung gemischt und im Duboseqschen Colorimeter verglichen. Bei einer 
Kinstellung der Vergleichslisung auf 20 mm betrug die Ablesung fiir 
I. 32,60 mm = 0,0505 mg Histidin-N = 10,93 °/, vom Gesamt-N fir 
IT. 25,65 mm = 0,06415 mg Histidin-N = 9,27°/, vom Gesamt-N; im Mittel 
10,10 °/, Histidin-N vom Gesamt-N. 

Bestimmung des Lysins: 

Aus 30 cem Hydrolysat, die 41,55 mg Gesamt-N enthielten, wurden 
Arginin und Histidin als Silbersalze mit Baryt gefillt, Gesamtvolumen 
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einschlieBlich der Waschwisser 116 ccm. Der Niederschlag wurde zerlegt 
und auf 50 cem aufgefiillt, 15 cem verbrauchten 6,93 eem 0,1 n-HCl = 
32,36 mg Arginin + Histidin-N. Korrektur fiir Adsorption in die Nieder- 
schlige = 5 °/, = 1,71 mg N; Korrektur fiir Léslichkeit des Argininsilberg 
= 0,58 mg N, korrigierter Wert fiir Arginin-N + Histidin-N 34,65 mg = 
83,40 °/, vom Gesamt-N. 

Das Filtrat vom Silberniederschlag wurde von Barium und Silber 
befreit, auf 40 cem eingeengt und mit Phosphorwolframsiure gefillt. Der 
Niederschlag wurde in Natronlauge gelést, und in der gesamten Menge der 
Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt, es wurden 2,4 cem 0,l n-HCl ver- 
braucht = 3,36 mg Lysin-N, dazu Korrektur fiir Léslichkeit des Lysin- 
phosphorwolframates 0,40 mg = 3,76 mg N = 9,06 °/, Lysinstickstoff vom 
Gesamt-N. Das Filtrat vom Phosphorwolframatniederschlag verbrauchte 
bei der Kjeldahlbestimmung 3,43 mg N. 


Methylierung des Sturin-methylester-hydrochlorids. 


0,2 g Sturin-methylester-hydrochlorid wurden in etwa 50 ccm 
Wasser gelést, mit n-Natronlauge gegen Thymolphthalein auf ein 
Py von etwa 9,4 eingestellt und tropfenweise unter lebhaftem 
Riihren 4 g Dimethylsulfat zugesetzt, wobei die Temperatur nicht 
iiber 30° stieg. Die Reaktion wurde durch dauernden Zusatz 
von Natronlauge auf p,, 9,4 gehalten. Am SchluB wurde die 
Lésung mit Wasser auf 200 ccm verdiinnt und mit Natrium- 
pikrat gefallt. Der Niederschlag wurde griindlich gewaschen, 
getrocknet und mit Methylalkohol und Salzséure verestert. Das 
Reaktionsprodukt wurde mit Ather gefallt und noch einmal aus 
Methylalkohol und Ather umgefallt. Es stellte ein weiBes und 
ziemlich hygroskopisches Pulver dar. 
2,057°/, OCH. 

6,69 °/, CH,/N. 
1,716/, OCH. 


33,4 mg Substanz gaben 5,201 mg AgJ 
84,902 mg AgJ 

30,8 mg Substanz gaben 4,001 mg AgJ 
32,100 mg AgJ = 6,67 °/, CH,/N. 

16,20 mg Substanz gaben 10.821 mg AgCl = 16,52°/, Cl. 


Die Methoxylgruppen nehmen bei der Methylierung nicht 
zu. Es wird nur am N metbyliert. 


lou ud ue 


Benzoyl—Sturin. 


0,20 g Sturin-methylester-hydrochlorid wurden bei 0° mit 
5 ccm Benzoylchlorid bei halbnormal alkalischer Reaktion nach 
Schotten-Baumann benzoyliert. Das Reaktionsprodukt ist in 
Wasser und Lauge nahezu unlislich und fallt direkt aus. Ks 
wurde 5 mal mit verdiinntem Ammoniak verrieben und bei 100° 
iiber P,O, getrocknet. Es ist ein weibes, nicht hygroskopisches 
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Pulver, das in allen Lésungsmitteln unléslich ist. Es sintert bei 
140° und schmilzt bei 258—26vU° unter Zersetzung. 
C, H nach Preg!: 
4,660 mg Substanz gaben 10,920 mg CO,, 2,490 mg H,O. 
C 63,91 °/, H 5,98 °/,. 
Kjeldahl: 
74,89 mg Substanz verbrauchten 7,90 cem 0,1 n-HCl = 14,77 °/, N. 


Mikro-Dumas: 

3,730 mg Substanz gaben 0,5008 ccm N,, 713 mm, 19° = 14,72 °/,. 

Methyl am Stickstoff: 

51,0 mg Substanz gaben 1,921 mg AgJ = 0,241°/, CH,/N. 

Die Substanz enthielt kein Methoxyl mehr und war frei von 
Halogen und kuppelte nicht mit Diazobenzolsulfosiure. Aus dem 
Gehalt an Kohlenstoff und Stickstoff ergibt sich eine Aufnahme 
von 50,87°/, Benzoyl. Das entspricht 28 Benzoylgruppen fiir das 
Mindestmolekiil. Die berechneten C- und N-Werte betragen dafiir 
63,93°/, und 14,54°/,, gefunden 63,91°/, und 14,75°/,. _Immerhin 
ist zu sagen, daB die Analysen innerhalb der Fehlerbreite auch 
noch fiir die Aufnahme von 27 und 29 Benzoylgruppen stimmen; 
berechnet fiir 27 Benzoyle C 63,62°/,, N 14,81°/,, fir 29 Benzoyle 
C 64,23°/,, N 14,28°/,. 


Methyl-Benzoyl-sturin. 


0,5 g Sturinmethylester wurde mit 5 ccm Dimethylsulfat bei 
p,, 9,4 methyliert und dann gleich weiter das gebildete Methyl- 
sturin mit 5ccm Benzoylchlorid bei 0° und halbnormal alkalischer 
Reaktion nach Schotten-Baumann vorsichtig benzoyliert. Das 
Reaktionsprodukt fallt als klebrige Masse aus und ist nicht be- 
sonders schwer léslich. Es wurde vorsichtig abgesaugt, mehrmals 
mit Wasser verrieben, im Methylalkohol gelést, mit Ather ge- 
fallt und zweimal mit Tierkohle behandelt. Beim EKindampfen 
der methylalkoholischen Lésung im Vakuumexsiccator schied 
sich das Methylbenzoylsturin als weiBe Masse ab, die kaum hygro- 
skopisch war. Nach dem Trocknen iiber P,O, bei 100° sintert 
sie bei 185° und schmilzt unter Zersetzung bei 230°. Die Aus- 
beute betrug nur 28 mg. 
Analyse nach Pregl]: 
4,095 mg Substanz gaben 9,210 mg CO,, 2,390 mg H,0. 
4,535 mg ” » 0,6296 ecm N,, 717 mm, 20”. 
Gef. C 61,34, H 6,53°/, N 15,26 °%,. 
16,1 mg Substanz gaben 8,08 mg AgJ = 3,214°/, CH,/N. 
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Die N-Methylzahl betrigt nach der Benzoylierung nur mehr 
19,68. Entweder ist das Molekiil zersetzt oder sind Methy]- 
gruppen vom Stickstoff abgespalten worden durch die nachfolgende 
Benzoylierung. 


Gehalt des Sturinsulfates an Methylgruppen. 


Wie der nachfolgende Versuch zeigt, enthalt das Sturinsulfat 
bereits Methylgruppen am Stickstoff vorgebildet. Auch eine kleine 
Menge Methoxyl wurde gefunden, etwa der zehnte Teil des 
Betrags beim Sturinmethylester. Sie diirfte aber von Alkohol 
stammen, mit dem das Sturin gefallt worden ist und der beim 
Trocknen nicht vollkommen entfernt war. 


89,6 mg Substanz gaben 1,158 mg AgJ = 0,171°/, OCHs. 
4,630 mg AgJ = 0,331°/, CH,/N. 


Zusammenfassung. 


Sturin-methylester-hydrochlorid wurde aus dem Sulfat iiber 
das Pikrat dargestellt, von Verunreinigungen befreit und analysiert. 

Nach der Elementar- und Bausteinanalyse setzt sich das 
Sturin aus 11 Molekiilen Arginin, 3 Molekiilen Lysin, 2 Molekiilen 
Histidin und 4 Molekiilen von Monoaminosiuren zusammen. |)as 
Verhiiltnis der Hexonbasen zu den Monoaminosiuren betriigt 4 
zu 1, Sturin enthilt eine vorgebildete Methylgruppe am Stickstoff, 
4 freie Aminogruppen und 2 veresterbare Carboxyle pro Mindest- 
molekiil. 

Obwohl das Sturin keine Oxyaminosiuren besitzt, so betriigt 
der Sauerstoffgehalt doch mehr, als der Anzahl der freien (ar- 
boxyle und Peptidbindungen entspricht. Die sauerstoffhaltigen 
Gruppen lassen sich benzoylieren und sind also wahrscheinlich 
Hydroxylgruppen. 

Methyl- und Benzoylsturin wurden dargestellt und analysiert. 
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Als wir vor kurzem begannen, einigen analytischen Unter- 
suchungen den Titel ,,Uber Enzyme der Leukocyten“ voran- 
zustellen, lag wohl ein Bedenken nahe: lieBen die zahlreichen 
Angaben der Literatur iiber enzymatische Wirkungen der farb- 
losen Blutkérperchen noch genug Liicken, um die in diesem 
Titel liegende Ankiindigung zu rechtfertigen? Allerdings waren 
die meisten Beobachtungen friiherer Forscher an sterilem Eiter 
sesammelt, wihrend wir fiir die enzymatische Beschreibung und 
fiir den Vergleich verschiedener Tierarten mehr AufschluB von 
der Untersuchung der farblosen Zellen aus dem Blute erwarteten. 
Die vergleichenden Angaben iiber die Leukocyten verschiedener 
Tiere waren nicht widerspruchsfrei. Auch entsprachen die vor- 
liegenden Beschreibungen der leukocytiren Proteasen nicht der 
fortgeschrittenen Kenntnis von der Spezifitiit tierischer und pflanz- 
licher Proteasen, die man u. a. den Untersuchungen von KE. Wald- 
schmidt-Leitz und denen von W. Grassmann aus den letzten 
Jahren verdankt. 

An unsere ersten Angaben!) iiber die verschiedenen proteo- 
lytischen Wirkungen der farblosen Blutkérperchen reihen wir im 
folgenden eine genauere Prifung ihrer tryptischen Wirkung an, 
Damit wird fiir das engere Gebiet durchaus kein AbschluB er- 
reicht; im Gegenteil zeigt es sich, wie oberflichlich un-ere 
Kenptnis von jeder einzelnen enzymatischen Funktion der Leuko- 
cyten geblieben ist. Viel mehr analytische Arbeit wird ndtig 


f°) 


) Zweite Abhandlung, Diese Z. 185, 267 (1929). 
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sein, um die Behandlung einiger physiologischer Probleme yoy. 
zubereiten, z. B. der letzthin von uns aufgeworfenen Frage nach 
dem Zusammenhang zwischen dem Enzymgehalt der Leukocyten 
und der Enzymsekretion z. B. der Pankreasdriise. 

In der zweiten Abhandlung dieser Reihe hatten wir keinep 
wesentlichen Unterschied zwischen Pilanzen- und Fleischfressery 
in bezug auf den Gehalt der Leukocyten an Proteasen beob. 
achtet. Wiahrend nach N. Fiessinger?) in Ubereinstimmung mit 
friiheren Angaben von G. Jochmann und EK. Miller?) die proteo. 
lytischen Enzyme in den Leukocyten der Ptlanzenfresser fehlen 
sollten, konnten wir darin Trypsin, Kathepsin und mebrere 
Peptidasen nachweisen. Der genauere Vergleich zeigt allerdings, 
daB die Blutzellen des Hundes an Trypsin reicher sind als die 
des Pferdes. Aber es gibt einen anderen, wesentlicheren Unter- 
schied zwischen diesen Beispielen von Pflanzen- und von Fleisch- 
fresserleukocyten. 

Die Leukocyten des Pferdes iiben in ganz frischem Zustand 
fast keine tryptische Wirkung aus, nimlich wenn sie sofort nach 
der Isolierung oder wenn sie nach Suspendieren in Glycerin und 
Verreiben mit diesem gepriift werden. Erst allmahlich wihrend 
der EKinwirkung des Glycerins auf die Zellen erfolgt spontane 
Aktivierung des Trypsins und zwar schon in 20 Minuten ein 
scharfer Anstieg des Wirkungsvermégens gegen Casein, der sich 
in der ersten Stunde rasch, wihrend eines Tages oder mehrerer 
Tage langsam fortsetzt. Diese Aktivierung wurde an sehr vielen 
Beispielen gemessen. Es gelang sowohl in rasch_ filtrierten 
Glycerinausziigen wie namentlich auch in den Zellresten, diese 
Zunahme der tryptischen Wirkung nachzuweisen. 

Dagegen finden wir in den Blutzellen des Hundes sofort 
nach dem Vermischen mit Glycerin ausgepriagte tryptische Wiir- 
kung und zwar verhiltnismifBig starke. Sie nahm weder bei 
tagelangem Stehen noch beim Behandeln mit Enterokinase merk- 
lich zu, hingegen liegt bekanntlich das Trypsin der Pankreas- 
driise des Hundes in inaktivem Zustand vor. Die Leukocyten 
dieses Fleischfressers enthalten also schon vollaktives Trypsin, 
wihrend es in denjenigen des Pferdes noch der Aktivierung be- 
darf. Hier erweist sich das Trypsin mit Hemmungskérper und 
Aktivator vergesellschaftet. Dieser Komplex des Leukocyten- 





') Les ferments des leucocytes en physiologie, pathologie et théra- 
peutique générales, Paris 1923, 8S. 88, 97, 102. 
*) Miinch. med. Wochenschr. 1906, S. 1002. 




















id 











Uber das Trypsin der farblosen Blutkérperchen. 109 


enzyms, aber nicht die beobachteten Aktivierungserscheinungen, 
entspricht der Beschreibung des Pankreastrypsins, die KE. Wald- 
schmidt-Leitz!) in seinen Untersuchungen iiber Enterokinase’) 
und W. Grassmann, H. Dyckerhoff und O. von Schoene- 
peck’) in ihrer Abhandlung Uber natiirliche Aktivatoren und 
Hemmungskorper proteolytischer Enzyme“ gegeben haben. 

Die Aktivierungserscheinungen sind verwickelt und noch in 
vielem ratselhaft*); vor allem fehlt die genauere Kennzeichnung 
der hemmenden wie der aktivierenden Komponente des Systems. 
Die altere Annahme, das Trypsin selbst trete in der Form einer 
unwirksamen Vorstufe auf, bewihrt sich nicht. Die Aktivierung 
scheint vielmehr dadurch zustande zu kommen, dab die Entero- 
kinase im Verhiltnis zu vorhandenem Hemmungskérper vermehrt 
wird, oder dadurch, daB die Menge der Hemmungskorper ver- 
mindert wird, z. B. durch Waschen der Leukocyten mit Aceton 
oder durch Abtrennen eines rasch gebildeten Glycerinauszugs von 
den Zellresten. Die Zellreste allein besitzen sofort viel stirkere 
tryptische Wirkung als die frischen Leukocyten (des Pferdes), die 
rasch abgetrennte Glycerinlésung hat schwache Trypsinwirkung. 
Sie enthalt Hemmungskoérper. Vereinigt man niimlich Zelireste 
und Glycerinauszug, so wirken sie zusammen viel schwiicher, als 
sich aus den Kinzelwerten berechnet, sogar schwicher als die 
Zellreste allein. 

Durch Darmenterokinase lieB sich die frische Glycerinsuspen- 
sion der Leukocyten (des Pferdes) stark aktivieren. Dies ist 
wiederholt gelungen, aber nur in einem Teil der untersuchten 
Proben. In anderen Beispielen hat die Behandlung mit der 
Kinase keine Steigerung der tryptischen Aktivitit bewirkt. Die 
Beobachtungen lassen sich im ganzen nur so erkliren, daB das 
Trypsin sowohl der Hemmung wie der Aktivierung unterliegt und 
daB sein Wirkungsvermégen vom Verhiltnis zwischen Hemmungs- 
stoff und Aktivator abhingt. 





1) Diese Z. 132, 181 (1924); 142, 217 (1925). 

®} Das reichhaltige Werk von B. P. Babkin, ,,Die fiuBere Sekretion 
der Verdauungsdriisen“, II. Aufl., Berlin 1928 (J. Springer) 1éBt in dem sehr 
eingehenden Referat (S. 466) iiber die Enterokinase die Untersuchungen 
von E. Waldsehmidt-Leitz leider ginzlich unberiicksichtigt, wabrend es 
die spiiteren Arbeiten von E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck 
liber die Spezifirit tierischer Proteasen anfiihrt. 

*) Diese Z. 186, 183 (1929/30). 

‘) Vgl. auch: K. Linderstrem-Lang u. E. M. Steenberg, Compt.- 
Rend. ‘lrav. Labor. Carlsberg, 17, Nr. 16, 1—33 (1929). 
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Die zweite Abhandlung dieser Reihe schloB mit der Fest. 
stellung, ,wie genau die farblosen Blutzellen und die Pankreas. 
driise iibereinstimmen in ihren enzymatischen, besonders dey 
proteolytischen Systemen“ und mit der Frage, ,ob wirklich die 
Pankreasdriise ebenfalls alle die enzymatischen Komponentey 
selbstiindig hervorbringt ... oder ob sich in der Driise Auslese 
und Auflésung von Blutzellen vollzieht“. Der Vergleich der 
Driise und der Leukocyten wird nun dadurch vervollstindigt, dag 
wir die Enterokinase der Pankreasdriise und des Darmes auch 
zur Aktivierung des leukocytiren T'rypsins faihig finden und dag 
wir in den Blutzellen sowohl in bezug auf Hemmung wie Akti- 
vierung des Trypsins eine ibnliche Einrichtung wie in der Driise 
nachweisen. Die Blutkérperchen sind daher geeignet, der Driise 
alle Komponenten des Trypsinkomplexes zu liefern. 


Experimenteller Teil. 


Zur praparativen Gewinnung der Leukocyten. 


Fiir die nachfolgenden Versuche mit den Leukocyten des 
Pferdeblutes sind ungefaihr 215 g frische Leukocyten, entsprechend 
43 g Trockensubstanz, aus 161 Liter Blut angewandt worden, das 
wir gewohnlich in Chargen von 6 Litern verarbeiteten. 

Von den verschiedenen Verfahren finden wir am besten das 
von K. Hekma und H.J. Hamburger’), die Abtrennung ( 
Leukocyten aus dem gesamten Blut lediglich durch fraktioniertes 
Sedimentieren unter Verhiitung des Defibrinierens. Leider ist 
dieses Verfahren nur bei wenigen Tierarten (Pferd) anwendbuar. 
Beim Pferdeblut haben nimlich die Erythrocyten die Tendenz, 
sich infolge der ,,Geldrollenbildung“ rasch abzusetzen und von 
den farblosen Zellen zu scheiden. Beim Hundeblut ist die 
Sedimentierungsgeschwindigkeit und die Differenz im Absitzen 
der roten Zellen gegeniiber den farblosen geringer; infolgedessen 
ist man auf andere Verfahren wie die fraktionierte Zellauflisung 
nach P. Szilard?) angewiesen. Um nun die Beobachtungen an 
den Leukocyten des Hundes mit denjenigen eines PHlanzenfressers 
zu vergleichen, muBte fir einen Teil der Versuche mit Pferdeblut 
gleichfalls das Szilardverfahren angewandt werden. 





!) Biochem. Z. 11, 177 (1908); Abderhaldens Handb. d. biochem. Ar 


beitsmethoden 9, 1 (1919). 
%) Pfligers Arch. 211, 597 (1925). 
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Darstellung durch Sedimentierung. In zwei graduierte weithalsige 
5 Literflaschen wurde zur Verhiitung der Fibrinabscheidung je 1 Liter Salz- 
lisung eingefillt, enthaltend 7 g Natriumchlorid und 11 g wasserfreies Di- 
natriumeitrat. Dazu lieBen wir je 3 (bis 3'/,) Liter Blut aus der Halsvene 
des Pferdes zuflieBen. Da schon bei mittlerer Temperatur das Absitzen 
m trige erfolgt, 1éBt man die Fliissigkeit im Sommer im Eisschrank, im 
Winter im ungekihlten Raum etwa 2 Stunden stehen. Dann brachten wir 
das vom Erythroeytenbrei abgeheberte gelbliche Plasma ins Laboratorium, 
um es zu zentrifugieren. Gegeniiber der Anwendung sehr hoher Touren- 
zahl ist es vorzuziehen, bei 1500—1800 Umdrehungen (Radius der Zentri- 
fuge: 28 em) 4—6 Minuten lang zu zentrifugieren; es bot fiir unseren Zweck 
keinen Nachteil, daB das Auslaufen unserer Zentrifuge ein Mehrfaches dieser 
Zeit beanspruchte. So gewannen wir aus der Gesamtmenge des Blutes 
ein Sediment, das immer rotlich gefirbt war; daher war es nétig, durch 
Auswasehen der Zellen die noch anhaftenden roten Blutkérperchen, um- 
gekehrt wie bei der Abtrennung der Hauptmenge, in die Waschfliissigkeit 
zu bringen. Dafiir diente 0,9 °/,ige Kochsalzlésung mit einem Gehalt von 
0,01 °/, Ammonoxalat') und 0,02°/, Kaliumchlorid und 0,02°/, Natrium- 
biearbonat. Wir verriihrten das Sediment mit der Waschfliissigkeit in Glas- 
bechern und zentrifugierten ganz kurz in einer kleinen Zentrifuge; diese 
Operation ist 4—7 mal erforderlich. Da die rasche Fertigstellung der 
Priparate (vom Beginn des Zentrifugierens an betrug die Dauer etwa 
2 Stunden) wichtiger als hohe Ausbeute ist, verzichten wir auf Weiter- 
verarbeitung der zentrifugierten Wascbfliissigkeit, in der natiirlich auch 
Leukocyten suspendiert sind. Bei einiger Ubung gewinnen wir aus den 
6 Litern Blut 7,5—9 g Leukocytensediment entsprechend 1,5—1,8 g Trocken- 
vewicht. Bei dieser Isolierung findet wohl eine gewisse Auslese aus dem 
Gemisch der farblosen Blutzellen statt; man sieht hauptsiichlich poly- 
morphkernige sowie groBe monocytire Zellen. 


Zur Trypsinbestimmung. 


Die Bestimmung erfolgte wie in der zweiten Abhandlung und zwar 
gewohnlich in 24 Stunden mit 0,24 g Casein im Vol. von 10 ecm mit 
NH,CI—NH,-Puffer unter p,,-Einstellung bei 30°; im alteren Teil der hier 
mitgeteilten Analysen arbeiteten wir bei py = 8,0, neuerdings, fast ohne 
Unterschied, bei py = 7,0.. Angesetzt wurden Proben von 25 ccm, titriert 


je 5 cem. 


Um die in Kubikzentimetern 0,05 n-KOH gemessenen Aus- 
schlige in Enzymmengen ausdriicken zu kénnen, stellten wir eine 
Briicke her zur Trypsineinheit der Arbeit von R. Willstitter, 
K. Waldschmidt-Leitz, S. Dufiaiturria und G. Kiinstner.’) 
Dies geschah durch Versuche mit Pankreas-Glycerinauszug ’*), 
') Nicht 0,1°/, wie Diese Z. 185, 271 angegeben. 

*) Diese Z. 161, 191 (1926) und zwar 8S. 206. 

*) In der zitierten Abhandl. und zwar S. 209, Zeile 5, und im Ab- 
druck in R. Willstatters ,,Untersuchungen iiber Enzyme“ ist ein Druckfehler 
zu berichtigen. Statt 1 cem Glycerinauszug 1:10 soll es heiSen 0,1 cem. 
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sowohl zur Gehaltsbestimmung (T.-(e.)) unter den Verhiltnissey 
jener Untersuchung, wie andererseits unter unseren Analysen. 
bedingungen, namlich mit 24 Stunden Versuchsdauer und 5 ccm 
Titrationsprobe. GemiB der zitierten Arbeit ,,Zur Kenntnis des 
Trypsins“ wird angewandt: etwas mehr Casein (0,3 g in 10 ce 
Versuchs- und Titrationsprobe), mehr Puffer (nicht 1,0, sondern 
2,0 ccm in 10 cem), etwas stirker alkalische Reaktion (nimlic) 
p,, = 8,6, fiir 20° bestimmt, also bei der Versuchstemperatur von 
30° etwa p,, = 8,4, nicht wie angegeben, 8,9), vor allem aber 
weitaus kiirzere Versuchszeit und zwar 20 Minuten. 
Die angew. Trypsinmenge von 0,00095 Einh. bew. Spalt. entspr. 
0,55 eem 0,05 n-KOH 
0,0019 ,,  bew. Spalt. entspr. 
0,78 ecm 0,05 n-KOH 


0,0038 ., bew. Spalt. entspr. 

1,70 cem 0,05 n-KOH 
0,0075 ., bew. Spalt. entspr. 

2,55 cem 0,05 n-KOH 


3 ‘9 %9 


Ks wird zweckmibig sein, 0,001 T.-(e.) als ,kleine Trypsin- 
einheit zu bezeichnen. 

Man muB hier wie in unserer zweiten Abhandlung nach- 
driicklich darauf hinweisen, daB sich in allen den beobachteten 
tryptischen Spaltmengen mehrere hydrolytische Vorgiinge iiber- 
lagern. Trypsin wird von Peptidasen begleitet und die tryptische 
Wirkung erzeugt die Substrate fiir die ereptischen Spaltungen, 
so dab alle gefundenen Werte Resultanten dieser verschiedenen 
enzymatischen Spaltungen darstellen. Es ist also eine nicht un- 
bedenkliche Abkiirzung, von Trypsinwirkung zu sprechen, wie es 
auch in so vielen Fallen in der Literatur geschieht. An den 
wahren Sachverhalt wird erinnert, wenn wir die Aciditatszunahmen 
auf ,,.komplexe tryptische Wirkung“ zuriickfiithren; unter ,,Trypsin- 
komplex“ wird das Trypsin selbst zusammen mit den ihm nale- 
stehenden, in neutralem und alkalischem Medium  wirkenden 


Peptidasen verstanden. 


Trypsin der Hundeblut-Leukocyten. 


Die farblosen Zellen des Hundeblutes wurden nach dem von 
uns nur wenig modifizierten Szilardverfahren isoliert. Zum Unter- 
schied von den Analysen der zweiten Abhandlung ermittelten wir 
in den folgenden Beispielen die tryptische Wirkung der frischen 
Leukocyten: 1. sofort nach Vermischen mit Glycerin und 2. nach 
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lingerem Stehen der Glycerinsuspension. Die Zellen zeigen schon 
in der ganz frischen Suspension die volle tryptische Wirksamkeit. 
Beim Stehen mit Glycerin erfolgt gar keine Zunahme oder nur 


ceringfigige. 


Leukocyten gesunder Hunde. 
|, Frische Glyc.-Susp., enth. 50,6 mg Trockensubst., bew. Acid.-Zun. v. 
4,03 eem 0,05 n-KOH 


Gestandene - » 00,6 mg ‘i bew. Acid.-Zun. v. 
3,88 ecm 0,05 n-KOH 
» Frische - 5 20,3 mg - bew. Acid.-Zun. v. 
1,50 eem 0,05 n-KOH 
Gestandene - » 20,3 mg 7 bew. Acid.-Zun. v. 
1,52 eem 0,05 n-KOH 
3, Frische és ~ 6 mg ‘ bew. Acid.-Zun. v. 
1,10 eem 0,05 n-KOH 
Gestandene - - 6 mg - bew. Acid.-Zun. v. 


1,30 cem 0,05 n-KOH 
Leukocyten eines kranken Hundes. 
{, Frisehe Glye.-Susp., enth. 15,8 mg Trockensubst., bew. Acid.-Zun. v. 
2,00 ecm 0,05 n-KOH 
(yestandene * » 15,8 mg - bew. Acid.-Zun. v. 
2,10 cem 0,05 n-KOH 
Vergleicht man die Trypsinwerte bei den Leukocyten des 
Fleischfressers und eines Pflanzenfressers, so erscheinen sie bei 
den Hundeleukocyten verhaltnismaBig hoch.') Der auffallendste 
Unterschied besteht aber im Aktivitaétszustand des Trypsins. Da 
in den folgenden Abschnitten hierauf nur an Hamburgerpriiparaten 
der Pferdeblutzellen eingegangen wird, fiihren wir zuniichst zwei 
Vergleichsbeispiele von Szilardpraparaten der Pferdeleukocyten 
an. Sie gewinnen erst allmahlich die tryptische Aktivitaét. Es 
ergibt sich, daB nicht etwa durch die kurze Saiurewirkung und 
iiberhaupt durch die Besonderheiten des Szilardverfahrens ein 
Reiz ausgeiitbt wird, der fiir die Aktivierung des Trypsins ver- 
autwortlich ist. 


1. Frische Glyc.-Susp. v. Perdeleuk., 27,8 mg tr., bew. Acid.-Zun. von 
0,35 cem 0,05 n-KOH 


Gestandene * - ” 27,3 mg , bew. Acid.-Zun. von 
1,52 eem 0,05 n-KOH 

2. Frische " ‘s - 26,2 mg ,, bew. Acid.-Zun. von 
0,33 eem 0,05 n-KOH 


Gestandene - " ‘s 26,2 mg ,, bew. Acid.-Zun. von 
_ 1,67 cem 0,05 n-KOH 
‘) Beim Hund fanden wir in 1 g Leukocytentrockensubstanz 152—833, 
beim Pferd 78—164 kleine Trypsineinheiten. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXVIII. 8 
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Trypsinwirkung der farblosen Blutzellen eines Pflanzenfressers 
(Pferd). 


Selbstaktivierung und Hemmung des Trypsinkomplexe,, 


Zahlreiche Proben der Pferdeblutleukocyten zeigten, sofort 
nach der Isolierung gepriift, nur sehr schwache tryptische Wir- 
kung, z. B.: 


mg Trockengewicht . . 34 56 47 50 42 £468 56 
Caseinspalt., 24 Std., ccm 0,43 0,40 0,39 0,68 0,42 0,42 0,40 


Keine einzige Probe war stiirker wirksam, etwa so wie Leuko- 
cyten des Hundeblutes. 

Beim Aufbewahren der feuchten Leukocyten im Eisschrank 
(24 Stunden) trat keine oder sehr geringe Steigerung der tryp- 
tischen Wirkung ein. Ganz anders ist das Verhalten der in 
Glycerin suspendierten Blutzellen. Sofort nach dem Versetzen 
und Verriithren mit Glycerin werden dieselben oder ‘dhnliche An- 
fangswerte gefunden wie ohne Glycerin. Dann erfolgt Steigerung 
der tryptischen Wirkung im Laufe eines Tages. Es kam vor, 
daB schon nach 20 Minuten Stehen mit Glycerin die Casein- 
spaltung auf den doppelten Wert (von 0,40 auf 0,87 ccm 0,05 n- 
KOH) anstieg, und es kam auch vor, da® schon nach 1 Stunde 
der Hauptteil der Steigerung erreicht war. Aber immer setzte 
sich die Aktivierung, wenn auch viel langsamer, wiihrent 
24 Stunden fort. 


Caseinspaltung in 24 Std., Acidititszuwachs (ecm 0,05 n-KOH). 


Leukae.-Trockengew. mg. . . 34 46 47 50 
Ohne Glycerin, frisch . . . . 0,43 0,45 0,39 0,35 
Nach Stehen mit Glycerin . . 1,80 1,67 2,58 2,72 


Wird nach der Selbstaktivierung die entstandene Glycerin- 
lésung von den Zellriickstiinden getrennt, so befindet sich der 
kleinere Teil des Trypsins in Lisung, der gréBere in den Zell- 
resten. Beispielsweise bewirkten frische Leukocyten (72 mg tr. 
Caseinspaltung entsprechend 0,35 ccm 0,05 n-KOH. Nach liingereu 
Stehen ergab die tryptische Wirkung der Lésung eine Aciditits- 
zunahme von 0,82, die der Zellreste von 2,40 ccm. 

In dieser Aktivierungserscheinung unterscheiden sich die 
untersuchten Leukocyten von der Pankreasdriise, die wir indesseu 
bis jetzt nur an einer Tierspezies vergleichend gepriift haber. 
Als wir ganz frische Pankreasdriisen des Schweines (von 2 Tieren 
zerkleinerten und in Glycerin suspendierten, fanden wir sie ohne 











rr == OM, 















Uber das Trypsin der farblosen Blutkérperchen. 115 


Zusatz von Enterokinase, sei es sogleich oder nach 3 tigigem 
Stehen, ohne Wirkung auf Casein. Bei Aktivierung mit Entero- 
kinase stimmten die sofort und die nach 3 Tagen ausgefihrten 
Bestimmungen scharf iiberein. 

Den zeitlichen Verlauf der Selbstaktivierung des leukocytiiren 
Trypsinkomplexes veranschaulichen folgende zwei Beispiele: 


Caseinspaltung in 24 Std., Aciditiitszunahme in cem 0,05 n-KOH; 
angew. 38,5 mg Leukocytentrockengewicht. 


4 Min. 20 Min. 27 Std. 
0,40 0,87 1,93 
Caseinspaltung durch Leukocyten-Glyc.-Susp., 50,8 mg Trockengewicht. 
2 20 60 180 Min. 1 11 Tage 
0,55 0,68 2,25 2,66 286 3,03 


Als wir in der zweiten Abhandlung die Glycerinsuspension 
der Leukocyten frisch und 6 Tage aufbewahrt verglichen und 
iibereinstimmend fanden, waren die frischen Praiparate mindestens 
1/,—1 Stunde in Glycerin suspendiert; unter solchen Umstiinden 
kann die Aktivierung unerheblich erscheinen. 

Wenn man nach dem Verriihren der Leukocyten mit Glycerin 
rasch dieses wieder von den Zellen abtrennt, zweckmibig durch 
geringes Verdiinnen und Zentrifugieren, dann pflegen die Zell- 
riickstande viel starkere tryptische Wirkung zu zeigen als die 
betreffenden Leukocyten in frischem Zustand, und bei erneutem 
Suspendieren der Zeilreste in Glycerin erfolgt weitere Steigerung 
ihres tryptischen Wirkungsvermégens. 


Acidititszuwachs bei Caseinspaltung, ccm 0,05 n-KOH. 


Leukoc. Trockengewicht mg ... . 56 26 63 

Wirkung der frisehen Leukoc. . . . 0,40 0,27 0,42 

Zellreste, vom Glyc. nach 15 Min. getr. 1,90 1,08 1,20 nach 2 Std. 
Zellen 1,12 1,52 


Dies. mit Glyce. wieder angesetzt 1 Gipess tebe: 0,20 

Auch die bei dem raschen Wiederabtrennen der Zellreste 

von den Suspensionen erhaltenen Glycerinausziige waren dfters 

wirksam. Und es kam vor, daB in solchen Lésungen beim Stehen 

das Wirkungsvermégen auf Casein weiter anstieg. Dabei triibten 

sich die Glycerinausziige immer und schieden langsam flockige 

Niederschlage ab. 

Glyc.-Auszug aus 26 mg, nach 15 Min. abgetrennt, ergab Caseinspalt. 

entspr. 0,45 ecm 

Derselbe, nach 8 tigigem Stehen, ergab Caseinspaltung » 0,95 eem 

g* 
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Diese Aktivierung in der Glycerinlésung war aber in mehrerey 
anderen Versuchen nicht zu beobachten. Es 1aBt sich zeigen, 
daB aus den Zellen in das Glycerin wechselnde Mengen yon 
Hemmungskorpern iibergehen, und zwar rasch. 

Wir bestimmten 1. mit dem rasch gewonnenen Glycerin- 
auszug und 2. mit den zugehdrigen Zellresten die tryptische 
Wirkung. Wenn wir 3. die Glycerinlésung mit den Zellresten 
wieder vereinigten, um zusammengehorende Mengen unter gleichen 
Bedingungen auf Casein wirken zu lassen, so tibte das Gemisch 
von Liésung + Zellresten eine viel geringere enzymatische Wirkung 
aus, als sich aus den Kinzelwerten berechnete. Die Wirkung des 
Gemisches war sogar kleiner als diejenige der Zellreste allein, 
Die Glycerinlésung hat also hemmend auf den Trypsinkomplex 
in den Zellriickstainden gewirkt. 


1, Leukocyten von 53 mg Trockengewicht. 


Glycerinlésung 0,67 cem KOH entspr. 1,2 kl. Einh. 
Zellreste 1,98 ccm __,, - 4,8 5 4 
Gemisch beider 1,80 ccm _,, - 2s» * 


2. Leukocyten von 45 mg Trockengewicht. 
Glycerinlésung 0 
Zellreste 0,90 cem KOH entspr. 1,6 kl. Einh. 
Gemisch beider 0,54 ccm _,, 1“ ws « 


Kiner ahnlichen Erscheinung begegneten wir bei einem Trocken- 
priparat, das durch Behandeln von Leukocyten mit Aceton dar- 
gestellt wurde. Das Ausgangsmaterial waren frische Leukocyten, 
wovon 50 mg Trockensubstanz eine Caseinspaltung entsprechend 
0,35 com 0,05n-KOH bewirkten. Von dem mit Aceton und Ather 
bereiteten Trockenpriparat ergaben 29,7 mg (aus nur 43 mg 
Leukocytentrockensubstanz natiirlich nicht ohne Verlust dar- 
gestellt) eine Acidititszunahme von 1,88 ccm. Diese Beobachtung 
erkliirt sich am einfachsten so, daB dem System 

Trypsin + Hemmungskérper + Kinase (bzw. + Prokinase) 
durch das Aceton Hemmungskérper entzogen wird. 

Hingegen finden wir beim Behandeln von Leukocyten mit 
schwachen Sauren keine Steigerung des Wirkungsvermégens. 
Wiihrend nach der grundlegenden Untersuchung von R. Heiden- 
hain?) bei kurzer Kinwirkung von 1 °/,iger Essigsaure auf frische 
Pankreasdriise spontane Aktivierung des Trypsins erfolgt und 


') Pfliigers Arch. 10, 557 (1875) und zwar S. 583 und 586. 
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nach den genauen Bestimmungen von E. Waldschmidt- Leitz?) 
die Selbstaktivierung des pankreatischen Trypsins, niimlich die 
sildung der Enterokinase im sauren Medium rascher verliuft als 
im neutralen und alkalischen, beobachteten wir bei Kinwirkung 
von 1°/,iger Essigsiure auf Leukocyten keine Anderung ihrer 
tryptischen Wirkung, wahrend sich die Glycerinsuspension des- 
selben Priparates durch Darmenterokinase aktivieren lieB. 


Uber die Léslichkeit des Trypsins. 


Glycerinléslichkeit. Unsere Versuche, die proteolytischen 
Enzyme aus den Blutzellen in Lésung iiberzufiihren, ergaben, daB 
sich ein Teil der Proteinasen in Glycerin oder in Wasser list 
und daB ein Teil des Trypsins unléslich in den Zellresten hinter- 
bleibt. 

In vergleichenden Versuchen mit Glycerin bei gewoéhnlicher 
Temperatur und bei 40° stimmten der lésliche und der unlésliche 
Anteil tiberein. Wir behandelten z. B. 0,66 g frische Leukocyten 
(131 mg Trockengewicht) mit 5 ccm 87°/,igem Glycerin 4 Tage 
lang bei 40°. Bei der Caseinspaltung entfiel dann auf jede 
Titrationsprobe ein Anteil, der 26,3 mg verarbeiteter Trocken- 
substanz entsprach. Die gebildete Glycerinlésung bewirkte Aci- 
dititszuwachs von 0,80 ccm, die an der Zentrifuge gut aus- 
gewaschenen Zellreste gaben einen Ausschlag von 1,04 ccm 
0,05 n- KOH. 

In einem anderen Beispiel extrahierten wir 1,5 g frisches 
Leukocytenpriparat 1 Tag, dann wieder 2 Tage und drittens noch 
1 Tag mit 87°/,igem Glycerin, jedesmal mit 7 ccm. Vor dem 
Abtrennen von den Zellriickstanden verdiinnte man jedesmal mit 
dem gleichen Volumen Wasser und verwendete dieselbe Wasser— 
Glycerinmischung zum Auswaschen. Die Titrationsproben ent- 
hielten die aus 29,4 mg angewandter Leukocytentrockensubstanz 
entstandenen Anteile. Die Aciditaitszunahme bei der Caseinspal- 
tung betrug: 

Durch den 1. Extrakt 0,72, den 2. Auszug 0,32, die 3. Lésung 0,17, 
die Zellreste 0,95 cem 0,05 n-KOH. 


Auflésung des pankreatischen Trypsins in Glycerin. 
Wir beginnen vergleichende Versuche iiber die Léslichkeit des 
Pankreastrypsins. 20 g frische Driise (vom Schwein) wurden mit 
40 ccm 87 °/,igem Glycerin 11 Tage lang digeriert. Dann trennten 


') Diese Z. 132, 181 (1924) und zwar 3. 222. 











118 Rich. Willstitter, Eug. Bamann u. Margarete Rohdewald. 


wir die Lésung vom Gewebsriickstand, der wiederholt sorgfaltig mit 
Glycerin ausgewaschen wurde. Aliquote Teile der Glycerin. 
ausziige und des Ungelésten bestimmten wir unter Aktivierung 
mit Enterokinase gemiB den Angaben von R. Willstitter. 
E. Waldschmidt-Leitz, S. Dufiaiturria und G. Kiinstner, 
Daraus ergab sich fiir die gesamte, ideal filtriert gedachte Lisung 
ein Gehalt von 830,8 T.-(e.) und fiir den ungelésten Anteil 
138,3 T.-(e.) entsprechend 29,5°/, des ganzen Knzymgehalts. 

Kinen genaueren Kinblick in das eigentiimliche Lésungs- 
verhalten gewadhrt folgender zweite Versuch mit dem nimlichen 
Driisenpriparat. Aus 5g Frischdriise wurde mit 10 ccm Glycerin 
der erste Auszug in 51 Tagen gewonnen, aus dem Riickstand 
(2mal mit je 15 ccm Glycerin an der Zentrifuge ausgewaschen), 
mit 15 ccm ein zweiter in 2 Tagen und ein dritter ebenso in 
2 Tagen. In diesem Versuche erwies sich, was aber keine all- 
gemeine Geltung hat, der erste Auszug als teilweise aktiviert, die 
beiden folgenden Extrakte waren ohne Enterokinase wirkungslos, 
der ungeléste Driisenriickstand war vollaktiv. Aus den Analysen 
folgte, daB die 3 Glycerinlésungen 99,4, 4,8 und 1,2 T.-(e.) und 
der letzte Riickstand noch 7,4 T’-(e.) = 6,5°/, der gesamten 
(scheinbaren) Trypsinmenge enthielten. 

Wihrend wir das Trypsin der Leukocyten zum Teil leicht 
léslich, zum anderen Teil fast unléslich fanden, erscheint das 
Pankreastrypsin (vom Schwein) teils als leicht léslich, teils schwer, 
teils fuBerst schwer léslich. Es verdient untersucht zu werden, 
ob nicht das schwer lésliche oder unlésliche Trypsin durch 
proteolytischen Abbau selbst langsam in leicht lésliches un- 
gewandelt wird. 

Autolysate der Leukocyten. Ein zweites Verfahren, das 
Trypsin aus den Leukocyten in Lésung iiberzufiihren, nimlich 
in wiBrige Lésung, schlieBt sich an unsere Methodik der Frei- 
legung von Hefeenzymen an.’) Auch hier ist bei zahlreichen 
Versuchen stets ein gewisser Teil der Proteinase unldéslich 
zuriickgeblieben. Und immer war die Summe der Trypsin- 
wirkungen von Liésung und Zellresten gréBer als die Wirkung 
der frischen Leukocyten. 

Die Blutzellen verhalten sich bei der Vergiftung ganz ibn- 
lich wie Hefezellen. Von den Zellgiften bewirkt Essigester be- 
sonders rasch die Verfliissigung und den Austritt eines Zellsattes, 
der sauer reagiert. Ein sehr rasch, z. B. nach 15 Min. ab- 





1) Vgl. zweite Abhandlung dieser Reihe S, 273. 
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getrenntes Autolysat enthalt schon Trypsin und zwar in ge- 
hemmtem Zustand. Wiederholt geniigte es, die Liésung schwach 
ammoniakalisch zu machen und stehen zu lassen, um scharfes 
Ansteigen ihres tryptischen Wirkungsvermégens zu erzielen. 

Wir verriihrten z. B. 2,6 g frische Leukocyten mit 0,4 ccm 
ssigester. In einigen Minuten fielen die Zellen zusammen und 
zeigten die von der Hefe bekannte Verfliissigungserscheinung. 
Nach 10 Minuten setzten wir 8 ccm Wasser hinzu und fiigten 
wiihrend 21/, Stunden in kleinen Anteilen die erforderliche Menge 
0,ln-NH, hinzu, um die Reaktion annihernd lackmusneutral 
einzustellen, dabei wurden 1,52 ccm 0,1 n-NH, verbraucht. Dann 
trennten wir mit der Zentrifuge den Auszug von den Zellresten. 
Die Halfte der Zellriickstinde, entsprechend 0,26 g Leukocyten- 
trockensubstanz, wurde mit 5 ccm Wasser und 0,2 ccm Kssig- 
ester von neuem angesetzt, und die Flissigkeit auf einen NH,- 
Gehalt = 0,05n. gebracht. So gewannen wir in 4 Tagen ein 
zweites Autolysat. 

Die Caseinspaltung wird, wie iiblich, auf gleiche Mengen 
urspriinglichen Leukocytentrockengewichtes bezogen, niimlich 53 mg. 
Die frischen Leukocyten bewirkten Acidititszuwachs von 0,60, 
das erste Autolysat von 0,30, die Zellriickstinde nach den ersten 
21/, Stunden Autolyse ergaben 0,95, das zweite Autolysat 0,35, 
die nach 4 Tagen isolierten Zellreste 0,40 ccm 0,05 n-KOH. 

Die tryptische Wirkung des ersten Autolysats stieg, als es 
0,05 n-ammoniakalisch gemacht, einige ‘age stehen gelassen 
wurde, von 0,30 auf 1,00 com KOH bei der Caseinspaltung. 

In einem anderen Beispiel gewannen wir auf ibnliche Weise 
schon innerhalb 15 Minuten ein Autolysat, wovon eine Titrations- 
probe, die sich von 60 mg Leukocytentrockensubstanz herleitete, 
0,30 com KOH Acidititszunahme ergab; Wirkung der Zellriick- 
stinde 0,95 ccm. Dieser Trypsinwert stieg beim Stehen des 
Autolysats 0,025 n-essigsauer auf 0,40, hingegen 0,05 n-ammo- 
niakalisch auf 0,87 ccm. 

In einem weiteren Versuch lieBen wir die Autolyse mit 
Kssigester als Zellgift 1. 21/, Stunden, 2. 2 Tage dauern und hielten 
die Reaktion 0,02 n-ammoniakalisch. In diesem Falle ergaben 
sich bei der Caseinspaltung fiir je 72 mg Trockengewicht des 
Ausgangsmaterials folgende Acidititszunahmen: 


Frische Leukocyten . . . 0,35 ecm 0,05 n-KOH 
Erstes Autolysat. . . . . 0,80 cem 0,05 _,, 
Zweites Autolysat . . . . 0,85 ecm 0,05 _,, 


Zellreste. . . . . . . . 1,48ecem 0,05 ,, 
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Bei diesen Versuchen war es fast ohne EinfluB, ob wir zy 
den gebildeten Lésungen oder den Zellresten Enterokinase hinzy.- 
fiigten oder nicht. 

Die an der Hefe vervollkommnete Methode, Enzyme aus der 
Zelle zu isolieren, laBt sich also auf Leukocyten iibertragey, 
Aber im Gegensatz zu der quantitativen Isolierung der Hefe- 
carbohydrasen findet man hier einen Teil der Proteinasen un. 
léslich oder an unloésliche Zellreste verankert. Es sollte noch 
untersucht werden, wie sich in dieser Hinsicht Hefeproteinase 
verhilt. 


Aktivierung des leukocytaéren Trypsins durch Darm-enterokinase. 


Um die Kinwirkung der Enterokinase auf die frische Glycerin- 
suspension der Blutzellen (vom Pferd) zu prifen, wurde diese, 
15 Min. nach dem Zusatz des Glycerins, mit etwa der doppelten 
Wassermenge verdiinnt und geteilt. Wiahrend z. B. eine Hiilfte 
fiir die unmittelbare Bestimmung der Caseinspaltung diente, ver- 
setzten wir die andere mit einem gereinigten Priparat von Entero- 
kinase, das wir der Freundlichkeit der Herren Dr. W. Grass- 
mann und Dr. H. Dyckerhoff verdankten. Diese Kinase verriet 
in Vergleichsversuchen von 24 Stunden Dauer keine meBbare 
Wirkung auf Casein, Di- und Tripeptid. Die Behandlung mit 
der Enterokinase lieBen wir 30 Min. dauern. Es besteht freilich 
die Méglichkeit, daB in dieser Zeit auch ohne Kinase eine 


Aktivitiitssteigerung des Trypsinkomplexes erfolgt. Aber wir 


konnten im Parallelversuch mit der Glycerinsuspension keine 
Aktivierung finden, wenn die Suspension, verdiinnt mit der doppelten 
Wassermenge, 1/, Stunde lang stehen blieb, wahrend in der un- 
verdiinnten Suspension in derselben Zeit Zunahme der tryptischen 
Wirkung (Caseinspaltung 0,87 anstatt 0,40 ccm 0,05 n-KOH) 
eintrat. 

Es kam unter diesen Bedingungen vor, daB die Trypsin- 
wirkung durch die Enterokinase gesteigert wurde. 

1, Versuch. Die Menge der Hamburger-Leukocyten entsprach 
in jeder Titrationsprobe 40,5 mg Trockensubstanz. Die frischen 
Leukocyten bewirkten Caseinspaltung entsprechend 0,47, die 
Glycerinsuspension 0,83, dieselbe, mit Enterokinase behandelt, 
1,80 ccm 0,05 n-KOH Acidititszunahme. 

2. Versuch. Von einer anderen Darstellung entfielen auf jeden 
Titrationsanteil 43,5 mg Leukocytenmasse. Die Glycerinsuspension 
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ergab nach 15 Min. Caseinspaltung entsprechend 0,90 ccm, die mit 
Kinase behandelte entsprechend 1,50 ccm KOH. 

Nach 21 Stunden war die tryptische Wirkung der unverdiinnten 
Suspension auf 2,15ccm gestiegen; sie ergab nun auf Behandlung 
mit Kinase 2,40 ccm. 

Diese Erscheinung tritt nicht regelmibig ein. In mehreren 
anderen Versuchen, mit Glycerinsuspensionen von 4, 7, 20 Minuten 
und 27 Stunden Alter, erfolgte durch Behandlung mit Enterokinase 
keine Aktivierung, obwohl ohne Enterokinase, allein beim Stehen 
in unverdiinntem Zustand die tryptische Wirkung anstieg. 

Auch versagte die Enterokinase unter anderen Versuchs- 
hedingungen als mit Glycerinsuspensionen der Leukocyten regel- 
mibig. Weder frische Leukocyten noch (lycerinausziige oder Auto- 
lysate, nach dem Essigesterverfahren unter Ammoniakneutralisation 
gewonnen, oder Zellreste erfuhren durch Enterokinase eine deutliche 
Steigerung der tryptischen Wirkung. 

Aus diesen Versuchen mit der Kinase geht nur hervor, daB 
die Enterokinase des pankreatischen Trypsins auch den leukocytiren 
Trypsinkomplex zu aktivieren vermag. 


Geringer Trypsingehalt mancher Leukocytenpraparate. 

In unserer vorangegangenen Arbeit (II. Abh.) wurden von den 
Leukocyten verschiedener Tiere im allgemeinen Sammelpriiparate 
dargestellt, wie es z. B. fiir die Versuchsreihen der p,,-Abhangig- 
keit erforderlich war. Wo immer es méglich ist, die Ausbeute 
aus dem Blut eines einzigen Tieres fiir einen Versuch anzuwenden, 
zichen wir aber die getrennte Verarbeitung der einzelnen Proben 
vor. Dabei zeigen sich Unterschiede, die sich bei Sammel- 
priparaten verlieren. 

Die farblosen Blutzellen gesunder Pferde zeigten in einer 
Anzahl von Versuchen viel schwichere tryptische Wirkung als in 
den zahlreichen Beispielen, die in den voranstehenden Abschnitten 
verzeichnet sind. Nicht nur die Anfangswerte waren auffallend 
niedrig, sondern es gab auch weder beim Stehen der Glycerin- 
suspensionen noch bei ihrer Behandlung mit Enterokinase eine 
Steigerung, auch nicht bei Darstellung von Autolysaten. Und die 
beim Extrahieren hinterbleibenden Zellreste waren ebenfalls tryptisch 
geringwertig. Also ist nicht eine Anreicherung von Hemmungs- 
kérpern fir die Erscheinung verantwortlich. 

1, Beispiel. Frische Glycerinsuspension, 64 mg Trockensubst. 
euthaitend, bewirkte Aciditatszunahme von 0,10 ccm 0,05 n-KOH, 
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nach mehr als eintigigem Stehen war die Wirkung nur auf 
0,35 ccm angestiegen. 

2. Beispiel. Frische Hamburger-Leukocyten bewirkten Casein. 
spaltung entsprechend 0,17 com KOH; zwei nacheinander dar. 
gestelite Ausziige mit Glycerin ergaben 0,20 bzw. 0 ccm und die 
Zellreste 0,10 com 0,05 n-KOH Aciditiitszuwachs. 

3. Beispiel. Leukocyten nach Szilard lieferten eine Glycerin- 
suspension, die in frischem Zustand Caseinspaltung entspr. (),25, 
einen ‘l'ag gealtert entspr. 0,27 ccm bewirkte. 

Ks scheint sich nicht um pathologische Abweichungen, sondern 
um physiologische Schwankungen im ‘T'rypsingehalt einer Tier- 
species zu handeln. Um sie zu erkliren, erinnern wir an die 
Veriinderungen der sekretorischen Pankreaselemente wihrend des 
Ablaufs der Verdauung. In seiner eindringenden Arbeit ,,Beitrige 
zur Kenntnis des Pankreas“ uvterschied R. Heidenhain!) zwei 
Abschnitte der Verdauung. Im ersten beobachtete er Schwinden 
der kérnigen Innenzone, starke Zunahme der homogenen Auben- 
zone unter Verwendung des Ernihrungsmaterials der  Driise. 
Nachdem folgend auf die Nahrungsaufnahme die Sekretion des 
Pankreassaftes angestiegen ist und eine Reihe von Stunden ge- 
dauert hat, verzehrt sich die kérnige Innenzone zum gréBten 
Teile. Danach erfolgt wihrend des Sinkens und Aufhérens der 
Absonderungstitigkeit der Driise eine neue Metamorphose, die 
Regenerierung der kérnigen Innenzone auf Kosten der in der 
ersten Periode sichtlich gewachsenen AuBenschicht. 

Ks verdient, gepriift zu werden, ob nicht die Auffiillung der 
Pankreasdriise und zwar ihrer homogenen AuBenschicht, welche 
die sekundire Anreicherung der kérnigen Innenzone vorbereitet, 
auf Kosten des Enzymgehalts der Leukocyten vor sich geht und 
ob nicht demnach der Trypsingehalt der letzteren Schwankungen 
zeigt, die mit den Anforderungen der Driise korrespondieren. 
Wir erwarten Aufschliisse dariiber von vergleichenden Enzym- 
bestimmungen der Leukocyten und der Pankreasdriise und zwar 
jeweils eines und desselben Tieres von genau bestimmtem Ver- 


dauungszustand. 


Zur Peptidasewirkung der Leukocyten. 


Auch die ereptische Wirkung der Leukocyten steigt beim 
Stehen ihrer Glycerinsuspension bedeutend an. 


') Pfliigers Arch. 10, 557 (1875) und zwar S. 587. 
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Versuch 1a. Eine Probe der Leukocyten nach Hamburger von 
165,38 mg Trockengewicht blieb, mit 1 cem Glycerin gut vermischt, 21 Stunden 
stehen; im Vergleichsversuch mit den frischen Leukocyten setzten wir zum 
entsprechenden Ansatz ebenfalls 1 cem Glycerin hinzu. Die Einwirkung 
auf Dipeptid erfolgte bei py, = 7,8 waibrend 6 Stunden bei 30°; die Titrations- 
probe enthielt 47mg Leucylglycin und 41,5 mg Zellentrockensubstanz. 

Die Leukocyten bewirkten frisch 0,82 cem, nach Stehen mit Glycerin 
1,60 cem 0,05 n-KOH Aciditiitszunahme. 

Versuch 2. Von einem anderen Priparat lieBen wir 1,8 g frische 
Leukocyten mit 1,5 ecm Glycerin 2 Tage im Eisschrank stehen. Auf die 
Titrationsprobe von 5 cem entfielen 90 ccm Trockensubstanz und 47 mg 
Leucylglycin. Die Acidititszunahme, diesmal in 2 Stunden, betrug 1,15 cem 
bei den frischen Leukocyten, 1,47 ccm bei den mit Glycerin behandelten. 


Die Freilegung des Erepsins bei der Vergiftung der Leuko- 
cyten z. B. mit Toluol wurde in unserer II. Abhandlung (S. 273) 
erwahnt. 

Das Ergebnis des mitgeteilten Versuches li8t sich durch An- 
wendung von Hssigester als Zellgift und genaue Neutralisation der 
durch die Autolyse entstehenden Siure weit iibertreffen. Das der 
Isolierung von Saccharase, Maltase und Proteasen aus Hefe nach- 
gebildete Verfahren ist wie fiir Trypsin auch fiir Peptidasen mit 
dem Erfolge anwendbar, daB das Autolysat viel mehr Erepsin 
aufweist als die frischen Leukocyten. Die Wirkungzunahme ent- 
sprach mindestens der beim Stehen mit Glycerin beobachteten. 

Versuch 1b. Eine Probe der Leukocyten des Versuchs 1a entsprechend 
165,8 mg Trockengewicht wurde mit 0,2 ccm Essigester verrieben. Die 
Verfliissigung war in 7 Minuten vollstiindig; der auftretende Zellsaft reagierte 
sauer. Wir verdiinnten mit 4—5 ccm Wasser und neutralisierten die ent- 
stehende Siéure fortlaufend mit 0,2 n-NH,, wovon 0,90 ccm erforderlich 
waren. Nach 21 Stunden Stehen im Eisschrank ergab die Dipeptidase- 


bestimmung unter gleichen Bedingungen wie in 1a Aciditiétszunahme von 
1,70 eem 0,05 n-KOH., 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die 
Forderung dieser Arbeit zu aufrichtigem Dank verpflichtet. 
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Embryochemische Untersuchungen mittels der 
Injektionsmethode. ’) 


IV. Uber die Glutathionbildung im Organismus des Hiihnerembryos, 
Von 
Jun-ichiro Sagara. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut in Nagasaki), 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Februar 1930.) 


Seitdem Hopkins?) im Jahre 1921 das Glutathion entdeckt 
und sowohl aus Hefe als auch aus tierischen Geweben dargestellt 
hat, ist diese Substanz hiufig Gegenstand von Untersuchungen 
gewesen. 

Was zunichst das bebriitete Ei betrifft, so gelangten M. To- 
mita*) und H. Yaoi‘) zu dem Ergebnis, daB sich bei der Ent- 
wicklung sowohl von Reptilien- als auch von Vogeleiern eine Zunalime 
des Glutathions zeigt, wiihrend in unreifen Kiern dieser Kirper 
zu fehlen scheint. Sie haben den Gehalt des Kies an Glutathion 
mit dem jodometrischen Verfahren von H. E. Tunnicliffe') er- 
mittelt. Ein absolut sichere Deutung lassen die Befunde also 
nicht zu, denn es muB immerhin als méglich in Betracht gezogen 
werden, daB das Cystein dabei mit titriert wird. 

Es schien mir deshalb wichtig, unter Innehaltung physio- 
logischer Verhialtnisse méglichst exakt festzustellen, ob die Sulf- 
hydrylgruppe wirklich aus einer Glutaminsdiureverbindung her- 
stammt oder ob es sich nur um Cystein handelt. Um einen Beitrag 
zu dieser Frage zu liefern, habe ich auf Veranlassung von Herrn 
Prof. Tomita seine Injektionsmethode angewandt und den Hinflub 
verfolgt, dea eine Zugabe von Glutaminsiiure und Taurin zum 


1) 1. Mitteilung. Diese Z. 184, 272 (1929). 
2) Biochemie. J. 15, 286 (1921). 

8) J. of Biochem. (Tokio) 10, 352 (1929). 

*) Japan medical World, 19, 194 (1929), 

5) Biochemic. J. 19, 194 (1925). 
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Weibei auf die Bildung von Glutathion bei der Bebriitung des 
Hiihereies ausiibt. 

Méglichst gleichgroBen frischen und befruchteten Hiihnereiern 
wurde eine gemessene Menge der obengenannten Substanzen ein- 
gespritzt. Nach bestimmten Fristen sprengt man die Hischale. 
Fir die Untersuchung kommen Kier in Betracht, die eine normale 
Entwicklung des Embryos zeigen. Eierklar, Dotter, Embryo, 
Amnios- und Allantoiswasser wurden sorgsam getrennt. Jede 
Portion wurde auf bekannte Weise mit 10°/,iger Trichloressigsiure 
extrahiert. Aus dem enteiweiften Filtrat wurde das Glutathion 
vach dem Verfahren von Tunnicliffe ermittelt. 

Zu den Versuchen verwendete ich immer 1 Ei und fiir jede 
Versuchsreihe wurden 10 Versuche unternommen. Die einzelnen 














Menge der injizierten 
sriteage. [Gewicht des] ~“Substanz in mg | efunvione Menge des. 
pane. verwendeten I iasininioayed epubiiate 
in Tagen Kies in g | Glutamin- Taurin 
saures Na mg les 
Frisch 43,5 0 | 0 0,00 
44,0 2 | 0 0,00 
- 40,6 0 | 5 0,00 
m 45,0 2 | 2 0,00 
3 45,3 0 ;  * 0,64 0,013 
i 46,6 2 | 0,92 0,019 
; 47,4 0 | 5 0,97 0,020 
. 45,5 2 /  Q 0,88 0,019 
5 47,9 0 0 1,28 0,026 
‘ 42,7 2 0 155 | 0,035 
- 45,8 0 5 1,58 0,035 
. 44,8 2 2 1,57 0,037 
7 44,8 0 0 1,68 0,037 
9 43,0 0 0 2,40 0,055 
- 41,8 2 0 2,50 0,059 
4 44,3 0 | 5 2,54 0,056 
P 42,6 2 | 2 2,19 0,058 
14 40,6 0 | 0 7,36 0,181 
17 42.0 0 | 0 10,62 0,252 
44,0 2 | 0 11,15 0,258 
. 41,4 0 | 5 10,86 0,261 
‘ 38,0 2 | 2 11,78 0,311 
20 39,1 0 0 12,17 0,310 
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Versuchsresultate stimmten immer sehr gutiiberein. Nach 3tigigey 
Bebriitung tritt das Glutathion im Dotter und Embryo deutlic) 
zutage. Bei 17tigiger Bebriitung betrigt der Mittelwert des 
Glutathions im Embryo 8,0 mg und im Dotter 1,9 mg. Im Allantois. 
wasser findet sich eine geringere Menge dieser Verbindung; Amnios- 
wasser wurde dabei nicht getrennt untersucht. 

Vorstehende Tabelle zeigt die in den verschiedenen Versuchen 
erhaltenen Mittelwerte an Glutathion im ganzen Eiinhalt. 


Zusammenfassung. 


1. Glutaminsiure und Taurin, sowohl einzeln als auch gleich- 
zeitig injiziert, vermehren den Gehalt des bebriiteten Hihnereies 
an Sulfhydrylverbindung erheblich. 

2. Unter gleichen Bedingungen erfolgt die Zunahme der 
Sulfhydrylsubstanz besonders in den spiteren Stadien der Ke- 
briitung in viel stairkerem Mabe. 

3. Somit handelt es sich bei der Bestimmung von Tunui- 
cliffe sehr wahrscheinlich um die Glutaminsaiureverbindung. 
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Bildung von Brenztraubensdure bei der Milchsduregarung. 


Von 


S. Kostytschew, W. Gwaladse und P. Eliasberg. 


‘Aus dem Laboratorium f. Biochemie u. Pflanzenphysiologie d. Akad. d. Wissensch. in Leningrad. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Januar 1930.) 


Kkostytschew und Soldatenkov!) haben gefunden, dab bei 
der Girung von Bacterium caucasicum, die unter normalen Ver- 
hiltnissen Milchséiure als einziges Girungsprodukt gibt, nach Zu- 
sutz von Semicarbazid Brenztraubensiure in ziemlich groBen 
Ausbeuten entsteht. Es wurde schon damals versucht, Brenz- 
traubensiiure auch bei der Girung von anderen Mikroben, welche 
Zucker glatt in Milchsiure verwandeln, zu erhalten. Diese Ver- 
suche scheiterten jedoch an der folgenden Schwierigkeit: nur B. 
caucasicum vermochte den Zucker in Gegenwart von Semicarbazid 
slatt zu vergiren, indes andere Milchsauregiérungserreger durch 
Semicarbazid so schidlich beeinfluBt wurden, daB die Girung 
noch lange vor der Zerlegung des Gesamtzuckers zum Stilstand 
kam. Bei der nachfolgenden Kinengung des Girguts entstand ein 
Sirup, der die Krystallisation des Ca-Salzes des Brenztrauben- 
siiuresemicarbazons verhinderte. 

Diese Schwierigkeit haben wir jetzt mittels der von einem 
von uns (Eliasberg) ersonnenen neuen Methode der Brenz- 
traubensiureisolierung aus dem Semicarbazon umgangen. Die 
Methode besteht im folgenden. Das bei vermindertem Druck 
eingeengte und zuvor vom UberschuB des Calciumcarbonats, Bak- 
terien und Milchsiure befreite Girgut wird mit Phenylhydrazin 
und einem UberschuB von Salzsiure versetzt.2) Ks entsteht hierbei 
eine Triibung und bei erheblicher Menge von Brenztraubensiure 
gar ein Niederschlag. Ohne zu filtrieren schiittelt man das Giir- 


1) Diese Z. 168, 124 (1927). 
*) Derivate des Phenylhydrazins lieferten in Vorversuchen schlimmere 
Resultate und wurden daher nicht weiter untersucht. 
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gut nach einem etwa 4stiindigen Stehenlassen im Scheidetrichter 
mit Ather aus. Um listige Emulsionen zu vermeiden, schiittel; 
man die Fliissigkeit in einzelnen kleinen Portionen mit einer ynq 
derselben viel gréferen Athermenge aus. Hierdurch fahrt may 
praktisch die Gesamtmenge des entstandenen Brenztraubensiiure. 
phenylhydrazons sofort in die dtherische Lésung iiber. Kine 
Verwendung der Extraktionsapparate ist nicht nur unndtig, sondern 
auch nicht ratsam, da hierbei eine partielle Verharzung kaum zy 
vermeiden ist. Die dtherische Lésung wird bei Luftabschlug 
(d. i. durch Destillation und nicht durch Verdampfen) méglichst 
eingeengt und dann in eine gréBere Benzinmenge eingetragen, 
wobei nach kurzer Zeit eine Krystallisation des Brenztraubensiiure- 
phenylhydrazons beginnt. Die meisten Verharzungsprodukte bleiben 
in Benzin. Der Niederschlag wird scharf abgesaugt, mit etwas 
Benzin ausgewaschen und zur volligen Reinigung in einem ge- 
ringen UberschuB von Lauge gelést, die Lésung filtriert und das 
Hydrazon wieder mit Mineralsiure gefallt. 

Der Vorzug dieser Methode besteht darin, daB Brenztrauben- 
siiure in Gegenwart von Zucker, EiweiB und anderen Stoffen isoliert 
wird. Inwieweit diese Methode auf solche Girungen verwendet 
werden kann, in denen Acetaldehyd entsteht, bleibt einstweilen 
dahingestellt und wird durch weitere Priifungen erliutert, die 
bereits im Gange sind. 

Mit Hilfe dieser Methode ist es uns gelungen, Brenztrauben- 
siiure bei der Girung von Bac. acidificans longissimus (B. Del- 
briicki) und von Bact. lactis acidi Leichm. abzufangen, was mit 
Hilfe der Semicarbazonsalze nicht gelingen kénnte, da die ge- 
nannten Mikroben in Gegenwart von Semicarbazid nicht die Ge- 
samtmenge des vorhandenen Zuckers vergiren. Wir wollen hier 
den Verlauf von zwei Versuchen mit den genannten Mikroben 
wiedergeben. 


1. Bac. acidificans longissimus (B. Delbriicki). 


Kine reine Kultur dieser Bakterie erhielten wir von Dr. Scha- 
poschnikov (Moskau), dem wir auch an dieser Stelle unseren 
besten Dank ausdriicken. Die Nihrlésung wurde nach den An- 
gaben von Schaposchnikoy') bereitet. Verdiinnter Hefeextrakt 
wurde mit 2°/, Calciumlaktat und 4°/, Erbsenmehl versetzt und 


') Arbeit. d. Wissensch. Pharmaz.-Chem. Instituts in Moskau, 7, 1 (1923): 
18, 26 (1927). 
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9 Stunden auf dem Wasserbade bei 70—75° erhitzt. Dann haben 
wir die Mischung durch ein Tuch filtriert, das vollkommen blanke 
Filtrat mit 10°/, des nach Wohl und Kollper invertierten 
Rohrzuckers versetzt und zweimal auf dem Wasserbad bei 75° 
erhitzt. Diese Lésung wurde mit 10 ccm einer zweitiigigen intensiv 
girenden Kultur geimpft. Die Girung verlief bei 48°; wir ver- 
wendeten nur 900 ccm der Nahrlésung und versetzten dieselbe 
mit 50 g Calciumcarbonat und einer kleinen Menge von Semi- 
carbazid. Am zweiten Tage der Giarung haben wir 1,9 g, am 
dritten nochmals 1,9 g und am vierten 0,7 g Semicarbazidchlor- 
hydrat hinzugefiigt. GréBere Mengen werden vom Mikroben nicht 
vertragen, wobei noch einzelne Stamme ungleich empfindlich zu 
sein scheinen. Es ist also ohne weiteres ersichtlich, dab die 
Menge der durch obige Semicarbazidmenge abgefangenen Brenz- 
traubensdure nur ganz unbedeutend sein kann und von den még- 
lichen Ausbeuten keine Vorstellung gibt. 

Der Verlauf der Garung wurde nach der Menge des vom 
Calciumcarbonat verdriingten Kohlendioxyds geschitzt. Vor der 
Zugabe von Semicarbazid wurde 9,8 g, nach Zusatz von Semicarbazid 
noch 57,2,im ganzen also 67g Zucker vergoren. Die Girung dauerte 
12Tage. Das Girgut wurde zum beginnenden Sieden erhitzt, schnell 
filtriert, bei vermindertem Druck eingeengt und der gréBte Teil der 
Milchsiure in Form von Calciumlaktat abfiltriert. Im Filtrat wurde 
das Calcium mit Oxalsiiure quantitativ gefillt und freie Milch- 
siiure im Extraktionsapparate mit Ather extrahiert. Hierbei wird 
auch ein Teil der Brenztraubensiiure entweder infolge der Zer- 
setzung des Semicarbazons in saurer Lésung oder in Form von 
Semicarbazon extrahiert. Brenztraubensiure kann im Atherextrakt 
nach dauernder Extraktion durch die obige Methode leicht nach- 
gewiesen werden. Diese Brenztraubensiiuremenge haben wir ver- 
nachlissigt und nur die extrahierte wabrige Lésung nach der oben 
beschriebenen Methode bearbeitet. Wir erhielten etwas weniger 
als 1 g reine Substanz, die alle Kigenschaften des Brenztrauben- 
siurephenylhydrazons zeigte. Die Substanz schmolz unter Zer- 
setzung bei 182° (unkorr.). Der Schmelzpunkt veranderte sich 
nicht in der Mischprobe mit dem reinen Brenziraubensiurephenyl- 
hydrazon. Die Titration lieferte folgendes Resultat: 

0,3066 g Substanz bendtigten 18 cem Lauge (Titer 0,0953). 

C,H,,N,0O,: Abgewogen 0,3066 g. Erhalten durch Titration 0,3055 g). 

0,0714 g Substanz gaben 9,7 ccm N bei 18° und 754 mm. 

01004 g - »  0,2250 g CO, und 0,0515 g H,0. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVIII, 9 
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CoH Ngo Ber. N 15,73°, C 60,67 °/, H 5,66°/, 
Gef. ,, 15,81 61,02 » B,73 
Wie bereits oben erwihnt, gibt die erhaltene Ausbeute, weve, 
der groBen Empfindlichkeit der Bakterie gegeniiber Semicarbazid. 
keine auch annahernde Vorstellung von der bei AusschluB der 
Vergiftung méglichen Ausbeute. 


2. Bacterium lactis acidi Leichm. (Streptococcus lacticus Kruse). 


Dieses typische Bakterium der Milchsaiuregirung kultivierten 
wir auf Molken. 1,4 Liter Molken mit 5,5°/, Milchzucker haben 
wir mit 6 g Pepton, 7,5 g NaCl und 45 g Calciumcarbonat ver. 
setzt, 1/, Stunde im Autoklaven bei 110° sterilisiert und mit 
200 ccm einer 2 tigigen giirenden Kultur geimpft. Diese Bakterien- 
art vertrigt leider ebenfalls nur ganz geringe Mengen von Semicar- 
bazid. Wir haben nach zwei ‘l'agen 2,6, am niachsten Tage noch 
2,4 g und am folgenden Tage noch 2 g Semicarbazidchlorhydrat 
(mit Natriumcarbonat neutral gemacht) in waBriger Loésung ein- 
gefiihrt. Die Girung dauerte 18 Tage, es wurde aber nur 47 ¢ 
Zucker vergoren, darunter 8,2 g vor dem Zusatz von Semicar- 
bazid. 

Das Gargut wurde auf die oben dargelegte Weise von Calcium 
und Milchsiure befreit, bei vermindertem Druck eingeengt, mit 
4 ¢ Phenylhydrazin und 8 ccm rauchender Salzsiure in wibriger 
Lésung versetzt und weiter wie bei der Girung des B. Delbriicki 
verarbeitet. Wir erhielten etwa 0,5 g einer Substanz, deren Kigen- 
schaften mit denjenigen des Brenztraubensdéurephenylhydrazons 
ibereinstimmten. 

Schmelzp. 182° unter Zersetzung (unkorr.). Denselben Schmelz- 
punkt hatte die Mischung der erhaltenen Substanz mit dem reinen 
Brenztraubensiurephenylhydrazon. Die Titration lieferte folgendes 
Resultat: | 

0,1839 g Substanz bendtigten 10,8 cem Lauge (Titer 0,0953). 

C,H,,.N,O, Abgewogen 0,1839 g. Erbalten durch Titration 0,1832 ¢. 

0,0767 g Substanz gaben 10,4 ccm N bei 18,5° und 755 mm. 


0,0920g 4 » 0,2025 g CO, und 0,0470 g H,O. 
C,H,.N,0, Ber. N 15,739), © 60,67°, H 5,66°/, 
Gef. ,, 15,77 60,08 yy d,71 


Es ist hervorzuheben, daB verschiedene Stimme von Bact. 
lactis acidi eine ungleiche Empfindlichkeit gegentiber Semicarbazid 
zeigen. Die fiir den obigen Versuch verwendete Rasse war noch 


verhiltnismiBig wenig empfindlich. 
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Es zeigte sich also, daB Brenztraubensiiure bei der reinen 
Milchsiiuregirung regelmaBig isoliert wird. Wir haben auch den 
Versuch mit Bact. caucasicum wiederholt. Es ist uns gelungen, 
92 ¢ Semicarbazidchlorhydrat (neutralisiert) in 1,5 Liter Molken 
einzufiihren und eine betrichtliche Brenztraubensiuremenge zu 
erhalten. Diese groBe Ausbeute ist aber wohl durch die geringe 
Empfindlichkeit des Bact. caucasicum gegeniiber dem Semicar- 
bazid bedingt. 

Glycerin vermochten wir bei der Garung von Bact. caucasicum 
nicht nachzuweisen. Nach Methylglyoxal haben wir nicht gefahndet. 
Gleichzeitig mit dem Brenztraubensaurephenylhydrazon geht eine 
andere Substanz in die atherische Lésung iiber, die vorliufig nicht 
weiter untersucht wurde. In diesem Zusammenhang ist der Um- 
stand zu erwahnen, daB in friiheren unveroffentlichten Versuchen 
aus Kostytschews Laboratorium die Angabe von Neuberg und 
Gorr?) beziiglich der Vergarbarkeit des Methylglyoxals in Milchsiure 
durch Bakterien der reinen Milchséuregirung nicht bestitigt werden 
konnte, was auch mit den Resultaten von Virtanen und Kar- 
strém) tiibereinstimmt. Hieraus ziehen wir allerdings nicht den 
SchluB, daB eine Methylglyoxalvergirung durch die untersuchten 
Mikroben iiberhaupt unméglich sei. 

Doch ist es kaum zweifelhaft, dab weder Methylglyoxal 
noch Brenztraubensaéure wirkliche Zwischenprodukte der 
Milchsiiuregirung und der alkoholischen Girung darstellen. Auch 
Acetaldehyd ist wohl kein direktes Zwischenprodukt der alko- 
holischen Garung. Alle obigen gesittigten Stoffe werden nur unter 
den durch die Abfangmethoden hervorgerufenen Verhiltnissen ge- 
bildet; sie entstehen nicht bei der normalen Girung. Nachdem 
in der neueren Zeit der etwas unerwartete Nachweis der Nicht- 
girfahigkeit der beiden Triosen geliefert wurde, ist Kostytschew 
endgiltig zum SchluB gekommen, daB gesiittigte Stoffe*) keine 
intermediiren Girungsprodukte sein kénnen. Auch die Ge- 
schwindigkeit der Girungen ist eine derartige, da8 ein stufen- 
artiger Verlauf des Vorgangs unwahrscheinlich ist. Es ist denn 
auch nicht auBer acht zu lassen, daB ein bestimmter Stoff nicht 
unter den Bedingungen weiter verarbeitet werden kann, unter 


') Biochem. Z. 166, 482 (1925). 

*) Diese Z. 165, 251 (1926). 

*) Als gesittigte Stoffe werden hier auch diejenigen mit doppelten 
Bindungen bezeichnet, zum Unterschied von den Radikalen mit freien 
Valenzen. 

g* 
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denen er entsteht. Auf diese Weise kiénnte die aus mehrerey 
Stufen bestehende Girung nur in einem heterogenen Medium yor 
sich gehen, indem eine jede Stufe eine neue Phase als Medium 
verlangt. Kine Wanderung der intermediaren Produkte von einer 
Phase in die andere beansprucht im ganzen eine Zeit, die auch 
bei den denkbar giinstigsten Verhiltnissen kaum der Girungs. 
geschwindigkeit entsprechen diirfte. 

Die Zuckerspaltung bei den Gidrungen findet also wohl au: 
einmal statt und kénnten wir héchstens nur von ungesiittizten 
Radikalen als wirklichen Zwischenprodukten sprechen. [Diese 
ungesiittigten Komplexe wiren in diesem Falle durch das Kin- 
greifen der Abfangmittel stabilisiert und zwar in Gestalt vor 
bestiindigen Stoffen, die ihnen am niichsten stehen, aber bei der 
normalen Girung nicht entstehen. Eine jede Abfangmethode ist 
also ziemlich ungenau: es wire z. B. selbst auf Grund der soeben 
dargelegten Annahme unzulissig, die Stufe des Methylglyoxals 
von derjenigen der Brenztraubensiure zu unterscheiden. Nimmt 
man in der Tat an, daB bei der Giirung ein Radikal CH,—CO—CO- 
als Zwischenprodukt entsteht, so kénnte bei der Stabilisierung 
dieses Komplexes mit gleicher Wabrscheinlichkeit entweder Methy).- 
glyoxal oder Brenztraubensiiure erwartet werden. Es kommt nur 
darauf an, ob der genannte Komplex bei seiner Verwandlung in 
einen gesittigten Stoff H oder OH anlagert. Daher wiirde die 
Besprechung einer Umwandlung des Methylglyoxals in Brenz- 
traubensiure im Laufe der Girung eine Verkennung der Febler- 
grenzen der Abfangmethoden bedeuten. 


Zusammenfassung der Resultate. 

1. Es wurde eine Methode zum Abfangen der Brenztrauben- 
siure in Gegenwart von Zucker (auch in kleinen Mengen) nach 
dem Semicarbazidverfahren beschrieben. 

2. Nach dieser Methode wurde Brenztraubensiure bei der 
reinen Milchsiuregirung von Bacillus acidificans longissimus, 
Bacterium lactis acidi und Bacterium caucasicum abgefangen. 

3. Es wurde die allgemeine Zuverlissigkeit und Leistungs- 
fahigkeit der Abfangmethoden besprochen. 
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Uber Alkoholgarung. 
XX. Mitteilung. 


Die Einwirkung von Giftstoffen auf lebende Hefe, Trockenhefe und 
Macerationssaft. 


Von 


S. Kostytschew und V. Berg. 
Aus dem Laboratorium f, Biochemie u. Pflanzenphysiologie d. Akad. d. Wissensch. in Leningrad.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Januar 1930.) 


Einleitung. 

Die Einwirkung von giftigen Stoffen auf die alkoholische 
Gairung der lebenden Hefe wurde schon langst von Schulz’) und 
Biernacki’) studiert. Diese Forscher haben u. a. eine Stimulie- 
rang der Girung durch geringe Mengen von Sublimat, Chinin- 
chlorhydrat, Phenol, Salicylsiure, Methylalkohol, Thymol und 
andere Stoffe beschrieben. Joachimoglu%) kommt in einer 
neueren Arbeit zum SchluB, daB die alkoholische Girung durch 
Giftstoffe nur gehemmt, aber nicht stimuliert werden kann. Zeller‘) 
hat hingegen wiederum eine Stimulierung der Hefegirung durch 
verschiedene giftige Stoffe beobachtet. Grigoriew und Gromow’) 
haben festgestellt, daB Chininchlorhydrat in kleinen Mengen die 
Girung des Zymins stimuliert, in gréBeren Mengen aber hemmt 
Duchacek®) hat eine Steigerung der PreBsaftgirung durch kleine 
Mengen von Chloroform und Chloralhydrat beobachtet, indes 
gréBere Chloralhydratmengen auf die PreBsaftgirung deprimierend 
wirkten. Dies ist also das typische Bild einer chemischen Reiz- 
wirkung, die bei echten Fermenten nie wahrgenommen wird. Die 
von Duchacek gegebene Erklirung seiner Resultate ist ebenso 
kompliziert als hypothetisch: sie fuBt auf keiner experimentellen 
‘srundlage. 


*) Archiv f. Physiol. 42, 517 (1888). 
*) Ebenda 49, 112 (1892). 

°) Biochem. Z. 130, 239 (1922). 

‘) Biochem. Z. 183, 369 (1927). 

*) Diese Z. 42, 309 (1904). 

*) Biochem. Z. 18, 211 (1909). 
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In der vorliegenden Mitteilung sind einige Resultate unsere; 
ausgedehnten Studien iiber die Kinwirkung von Giftstoffen auf dio 
Girung der lebenden Hefe, der 'l'rockenhefe und des Macerations. 


saftes beschrieben. Da die erhaltenen Resultate in enger Bp. 
ziehung zum Problem der sogenannten zellfreien Girung stehep, 
so ist es notwendig, unseren Standpunkt nochmals zu besprechep, 
Dies ist auch deshalb erwiinscht, weil das obige Problem in der 
letzten Zeit mit einer Nervositit und Leidenschaftlichkeit diskutiert 
wird, die eine unvoreingenommene Erforschung zu beeintrichtigey 
drohen. So sucht z.B. Lebedew') darzutun, daB eine Revision dieser 
Frage nicht nur unnétig, sondern auch bedenklich ist, indem sie als 
Zeugnis von einem ,,fanatischen Vitalismus“ gelten kann. Der Aufsatz 
Lebedews enthilt auBer den vielen persénlichen Angriffen und 
naturphilosophischen Betrachtungen nur wenige experimentelle 
Resultate, die nicht nur unseren eigenen, sondern, beziiglich der 
Saftfiltration, auch denjenigen Buchners widersprechen und unter 
solchen Bedingungen erhalten sind, unter denen eine exakte Lisung 
der Streitfragen ausgeschlossen ist. 

Gegeniiber dieser ungesunden Hinschrankung der experimenteller 
Kritik wird ein jeder unvoreingenommene Anhinger Buchners 
sich wohl der Ansicht anschlieBen, daB unsere Begriffe im Gebiete 
der Fermente und der Mikrobiologie seit der Entdeckung der 
Zymase sich in manchen Beziehungen verandert haben, wodurch 
eine Revision der urspriinglichen Auffassungen sich als unumgiinglich 
erweist. Als ein Beispiel davon, daB die Ansichten Buchners 
iiberholt sind, kann die folgende Tatsache dienen. Buchner be- 
hauptet, daB Zymase, ebenso wie die anderen Fermente, ein Kiweib- 
stoff sei und deshalb durch das proteolytische Ferment der Hefe 
zerlegt werde. Darauf griindet Buchner eine Erklarung ver- 
schiedener Hemmungen der zellfreien Girung, die zur Zeit unhaltbar 
ist, seitdem wir wissen, daB die erforschten Fermente keine Ki- 
weibstoffe sind. Man wird auch wohl einriumen miissen, daB die 
Garung der Buchnerschen Dauerhefe nicht in Abwesenheit der 
lebenden Zellen vor sich geht, wie es Buchner annahm; hierdurch 
werden aber seine Resultate wesentlich eingeschrinkt. DaB die 
bisher verwendeten antiseptischen MaBnahmen vdllig unzureichend 
sind, kann wohl nicht mehr bezweifelt werden. Die Formalitiit 
der Toluoleintrépfelung in lange dauernden Versuchen ist also 
freilich veraltet. 


') Biochem. Z. 214. 488 (1929). 
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Da unsere Ansichten in der leidenschaftlichen Polemik manch- 
mal mibverstanden und unrichtig interpretiert werden, so ersuchen 
wir nur den unseren weiter unten dargelegten Standpunkt in Be- 
tracht zu ziehen. Lebedew legt uns vitalistische Ansichten (die 
uns vollkommen fremd sind) zu und hebt einzelne angebliche 
Widerspriiche zwischen verschiedenen Ausdriicken in separaten 
Mitteilungen hervor. Dies hat aber mit dem Wesen der uns hier 
interessierenden wichtigen und schweren Fragen nichts zu tun und 
ist nur fahig, den Sachverhalt zu verwickeln. Wir sind bereit, zu 
erkennen daB einige unserer Ausdriicke méglicherweise ungenau 
waren. Vor allem ist aber der allgemein iibliche Ausdruck ,,zell- 
freie Girung“ ungenau. Er soll eigentlich bedeuten ,,fermentative 
Girung“ und nur in diesem Sinne haben auch wir ihn gebraucht. 
Es interessiert uns nur die Frage, ob die alkoholische Girung 
ein fermentativer Vorgang ist, oder nicht. Es ist uns vorliutig 
gleichgiltig, ob in letzterem Falle lebende Hefezellen, andere 
Organismen, oder organisierte Zellkomponenten tatig sind. Wir 


.michten daher betonen, daB wir mit der Auffassung Abder- 


haldens?), laut welcher im Hefesaft eine unzerstérte plasmatische 
Struktur fortbesteht, vollkommen befriedigt sein kénnten, falls 
diese wichtige Neuerung nicht hypothetisch wire. Wir halten 
allerdings die Annahme fiir wahrscheinlich, daB im Zellplasma 
separate organisierte Komplexe existieren, welche einige charak- 
teristische Merkmale der Lebewesen besitzen und vor allem eine 
Regulation der chemischen und mechanischen Vorginge bewerk- 
stelligen. Diese Annahme wird u.a. durch verschiedene Beobach- 
tungen an unsichtbaren Bakterien unterstiitzt. 

Ks ist jedoch ohne weiteres begreiflich, daB auch eine derartige 
Annahme derjenigen der einfachen Fermentwirkungen direkt an- 
tagonistisch ist. Unsere Vorstellungen iiber Fermentwirkungen 
unterscheiden sich gegenwiartig von den unbestimmten und naiven 
Ansichten, die zur Zeit der Zymaseentdeckung verbreitet waren. 
Kin fermentativer Vorgang muB nach gegenwirtigen Ansichten 
nicht nur nach Zerstérung der unmittelbar sichtbaren Zell- 
struktur fortbestehen, sondern auch bestimmte charakteristische 
Merkmale zeigen. Die Nichterfillung dieser Forderung kénnte 
simtliche Begriffe iiber Fermente verwirren. 

Unsere Kinwinde gegen die Theorie der fermentativen Garung 
sind zweifacher Natur. Erstens werden die methodischen Mangel 
der experimentellen Untersuchungen iber zellfreie Garung hervor- 


') Fermentforsch. 5, 188 (1921); ebenda 8, 574 (1926). 
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gehoben, zweitens wird die Fermentnatur der Giarung selbst jp 
Zweifel gezogen. Die methodischen Mingel sind so klar, daB derep 
Beseitigung unabhiangig von der Richtigkeit oder Unrichtigkeit 
der Buchnerschen Theorie unerliBlich ist. Es leuchtet ohne 
weiteres ein, daB keine Resultate zum Beweis der Fermentnatur 
der Girung iiberzeugend sein kénnen, wenn gleichzeitig eine 
Girung der Jebenden Hefezellen vor sich geht (Zymingirung), oder 
wenn das Girgut von verschiedenen Mikroben, darunter auch von 
(sirungsorganismen wimmelt (Giirung des Macerationssaftes). Sollten 
unsere Arbeiten nur dazu beitragen, daB Untersuchungen iiber 
Zymasegirung nach besseren Methoden ausgefiihrt werden, 0 
ware hierdurch schon recht viel erreicht. 

Diese Seite unserer Arbeiten ist aber ziemlich unabhiingig 
von der anderen, die im Wesen selbst der Zymasegirung Wider- 
spriiche mit den allgemeinen Grundsiitzen der Fermentwirkungen 
aufzudecken sucht. Hierzu gehdrt erstens die Méglichkeit, die 
Saftgirung zu iiberimpfen, zweitens aber die Eigenartigkeit der 
Giftwirkungen, die in vorliegender Mitteilung dargelegt wird. 

Sind Girungsmikroben aus einem giarenden Macerationssait 
isoliert, so wird hierdurch der Beweis einer fermentativen Girung 
zwar entkraftet, aber noch keine entgegengesetzte SchluBfolgerung 
ermoglicht, indem es unbekannt bleibt, ob die Giairungsmikroben 
im Safte sich geniigend entwickeln konnten. Hingegen beweist 
eine Uberimpfung der Saftgiirung, daB dieselbe durch Faktoren 
hervorgerufen wird, die von den Fermenten verschieden sind, da 
Fermentwirkungen sich nicht iiberimpfen lassen. 

In gleicher Weise ist die Wirkung der Giftstoffe auf lebende 
Zellen und auf Fermente ungleichartig. Besonders typisch ist die 
mehrmals geringere Empfindlichkeit der Fermente gegeniiber der 
hemmenden Wirkung von Giftstoffen. AuBerdem zeigen nur lebende 
Zellen ein typisches Bild der Reizwirkung durch Gifte, indem die 
Zelltatigkeit durch geringe Giftmengen zuniachst nicht unterdriickt. 
sondern, im Gegenteil, stimuliert wird. Eine Fermentreizung 
auBerhalb der Zelle ist selbstverstiindlich unmdglich. 


Experimenteller Teil. 

Es wurde zu diesen Versuchen die reine untergirige Heie 
von der Brauerei Stenka Rasin verwendet. Die Girung habe 
wir durch volumetrische CO,-Bestimmungen nach der Methode 
v. Eulers im Wasserthermostaten bei der konstanten Temperatur 
von 27° auf dem Schiittelapparat in kurzen Intervallen quantitati' 
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bestimmt. Unsere Versuchsanstellung unterscheidet sich von der 
y. Eulerschen nur dadurch, daB unsere Gasbiiretten, ebenso wie 
die Girkélbchen, sich im Thermostaten befinden. Wir haben 
auberdem noch einige Versuche in Giirkélbchen mit dem Meiss]- 
schen VerschluB ausgefiihrt und sind zum SchluB gekommen, daB 
diese Methode zum Studium der Giftwirkungen ungeeignet ist. 
Auch fiir viele andere Zwecke sind kurzdauernde Versuche ent- 
schieden vorzuziehen, weil namentlich die ersten Girungsstunden 
ein typisches Bild des Garungsvorgangs zeigen. 

Wir haben im ganzen 184 Versuche ausgefiihrt und teilen 
hier die Resultate von 48 Versuchen mit. Eine noch gréBere 
Kirzung des analytischen Belegs hielten wir in Anbetracht der rein 
sachlichen Wichtigkeit der untersuchten Frage fiir unmédglich. 

Als Giftstoffe verwendeten wir Toluol, Athylither, Chloroform, 
Thymol, Strychnin, Cocain, Chinin, Natriumfluorid und (nur in 
Versuchen mit lebender Hefe) Sublimat. Ein jedes Versuchskélbchen 
wurde mit 1 ¢ lebender Hefe oder 2 g Trockenhefe bzw. 20 ccm 
Macerationssaft versetzt. In Versuchen mit lebender Hefe und 
Trockenhefe haben wir immer 20 ccm einer 10°/,-igen Rohrzucker- 
lésung verwendet. Die Giftstoffe wurden bei Bereitung der Versuchs- 
lésung in wiBriger Lésung oder Emulsion hinzugefiigt. In Ver- 
suchen mit Macerationssaft wurden die sehr geringen Mengen der 
Giftstofie ebenfalls in Lésung oder Emulsion zugegeben. Die Kon- 
trollportionen des Saftes haben wir dann mit der gleichen (immer 
sehr geringen) Wassermenge versetzt. Der Zuckergehalt betrug in 
diesen Versuchen ebenfalls 10°/,. In simtlichen Versuchen haben 
wir uns bestrebt, vor allem die minimale Giftmenge festzustellen, die 
bereits eine erhebliche Hemmung der Girung bewirkt. Wir hielten 
es fiir unméglich und fiir unerwiinscht, die Girungshemmung 
in verschiedenen Fiillen quantitativ zu vergleichen; solche Zahlen 
kénnen einen nur ganz problematischen Grad der Genauigkeit 
aufweisen. Andererseits haben wir in verschiedenen Fillen eine 
Stimulierung der Garung durch geringe Giftmengen verzeichnet. 
In Versuchen mit Toluol verfolgten wir auBerdem den Zweck, die 
(sirung der lebenden Hefezellen vollkommen einzustellen, was uns 
in keinem Falle gelungen ist. In Versuchen mit Toluol, Thymol 
und Chloroform haben wir die giftige Wirkung der genannten 
Stoffe auf dem Schiittelapparat und in den nach der Buchnerschen 
Methode ausgefiihrten Versuchen verglichen. 

Die Resultate der 48 Versuche sind im analytischen Beleg 
zusammengestellt. Wir wollen nun dieselben kurz besprechen. 
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Toluol. In Versuchen mit lebender Hefe und mit Macerations. 
saft auf dem Schiittelapparat haben wir eine deutliche und up. 
gefiihr gleiche Hemmung der Girung durch 0,05 ccm Toluo! 
wahrgenommen. In Kolben mit dem Meisslschem Verschluf war 
die hemmende Wirkung des Toluols in beiden Fallen mehrmals 
schwicher. In Versuchen mit Trockenhefe wirkten ganz kleine 
Toluolmengen (etwa 0,0002—0,002 ccm) stimulierend auf die 
Girung; eine Hemmung der Girung war bei 0,05 ccm Toluol zu 
verzeichnen. Wichtig ist der Umstand, daB es unmédglich war, 
die Girung der lebenden Hefe durch Toluol zum Stillstand zu 
bringen. Selbst bei Zugabe von 1 ccm Toluol zu 20 ccm Zucker. 
lisung, wobei die grébte Menge des Antiseptikums ungelést blieb 
und in Versuchen auf dem Schiittelapparat in Form einer feinen 
Emulsion auf die Hefezellen einwirkte, dauerte eine schwache 
Girung fort.1) In gewichtsanalytischen Versuchen war Toluol 
selbstverstandlich noch weniger faihig, die Garung zu sistieren. 
Im Versuch 2 wurde eine schwache, aber kontinuierliche Girung 
in den mit 1 ccm bzw. 1,4 ccm Toluol versetzten Kélbchen auch 
nach 24 Stunden beobachtet. Dasselbe haben wir in anderen 
unverdffentlichten Versuchen wahrgenommen. Im Versuch 6 mit 
dem Macerationssaft hat Toluol nicht nur die Giérung iiberhaupt 
gehemmt, sondern auch speziell die Induktionsperiode verliingert. 
In gewichtsanalytischen Versuchen mit Hefesaft war dagegen Toluol 
beinahe unwirksam. Aus diesen Versuchen ist zuniachst ersichtlich, 
daB die Verwendung von Toluol als Antiseptikum in Versuchen 
iiber zellfreie Girung entschieden abzulehnen ist. Versuche mit 
Toluolzusatz kénnen die Frage nach der Fermentnatur der Girung 
in keinem Falle beantworten. Anderseits ist die Unwirksamkeit des 
Toluols hauptsachlich durch seine geringe Léslichkeit in Wasser 
erklirlich. Lange dauernde Versuche, die Buchner ausfiihrte, 
kénnen beziiglich der Giftwirkung keine richtigen Resultate liefern. 

Ather. Lebende Hefe wird durch 0,05—0,1 ccm Ather un- 
bedeutend stimuliert. Kine Hemmung durch Ather haben wir 
in unseren Versuchen nicht wahrgenommen (es wurden allerdings 
nur geringe Athermengen verwendet). Trockenhefe wird durch 
0,05—0,2 cem Ather sehr deutlich stimuliert. In gewichtsana- 
lytischen Versuchen zeigte es sich, daB die Stimulierung sich nach 
f Stunden noch vergréBert. In Versuchen mit Macerationssaft 
bewirkte Ather eine gewaltige Stimulierung der Giirung von einigen 


') Wir haben im ganzen 29 Versuche mit Toluol ausgefiihrt. 
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Saftpriparaten, namentlich am Anfang der Girung. Im Versuch 12 
hat Ather nicht nur die Giarung gesteigert, sondern auch die 
induktionsperiode gekirzt. Dieser Umstand ist beachtenswert, 
indem behauptet wird, daB die Induktionsperiode durch Hexose- 
phosphate in spezifischer Weise gekiirzt ist. Die genannte Wir- 
kung der beiden Hexosephosphate haben wir in einigen unverdffent- 
lichten Versuchen bestiitigt, dieselbe ist aber unspezifisch. Wir 
hetonen ausdriicklich, daB in einigen unverdffentlichten Versuchen 
keine stimulierende Reizwirkung des Athers auf die Girung von 
Trockenhefe und Macerationssaft zu verzeichnen war. Dies ist 
denn auch nicht verwunderlich: eine chemische Reizwirkung wird 
bekanntlich nur bei einem bestimmten physiologischen Zustand 
beantwortet; derselbe ist aber im vorliegenden Falle unkon- 
trollierbar. Auch in anderen Fallen vermochten wir die chemische 
Reizwirkung nicht regelm&Big zu erhalten; dies ist nur ein neuer 
Beweis dafiir, daB die in Frage kommende Erscheinung tatsiich- 
lich eine Reizwirkung ist. Beziiglich des Macerationssaftes hat 
es den Anschein, daB stark giirende Sifte leichter chemisch ge- 
reizt werden kénnen. Als stark girende NSiifte bezeichnen wir 
solche, die unter unseren Versuchsverhiltnissen in 2 Stunden iiber 
100 ecm CO, liefern. Anderseits zeigten Kontrollversuche, daB 
Atherdampf die Resultate der volumetrischen Versuche nicht 
merklich beeinfluBte. Besonders iiberzeugend ist in dieser Hinsicht 
Versuch 15 mit einem Hefesaft, dessen Induktionsperiode volle 3 Stun- 
den betrug. Im Verlaufe von diesen 3 Stunden wurde nicht die ge- 
ringste Gasmenge von denmitAther versetzten Kolbenausgeschieden. 
Kine Reizwirkung durch Ather hat iibrigens mit Trockenhefe auch 
in den Kélbchen mit dem Meisslschem Verschlu8 stattgefunden. 

Chloroform. Die Girung der lebenden Hefe wird bereits 
durch 0,05 ccm Chloroform merklich gehemmt. Bei weiterer 
Steigerung der Chloroformmengen wird auch die Garungshemmung 
bedeutender, bis die Chloroformmenge 0,3 ccm nicht erreicht hat. 
Weitere Chloroformzusitze iiben keine Wirkung aus, was wahr- 
scheinlich auf die geringe Léslichkeit von Chloroform in Wasser 
zurickzufiihren ist. Die Garung von Trockenhefe wird durch 
etwa 0,0005—0,002 cem Chloroform in volumetrischen Versuchen 
deutlich stimuliert, durch 0,05 ccm Chloroform aber unterdriickt. 
In Kolben mit dem Meisslschen Verschlub ist die Wirkung des 
Chloroforms bedeutend schwicher: 0,05 ccm Chloroform iibt noch 
eine stimulierende Wirkung aus. Dies ist wohl ebenso wie das 
mit Toluol erhaltene Resultat durch die geringe Lislichkeit des 
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Chloroforms in Wasser erkliirlich. Die Wirkung des Schiitte!- 
apparates erhalt hierbei eine erhebliche Bedeutung. 

In Versuchen mit Macerationssaft tibten ganz  geringe 
Chloroformmengen (etwa 0,00005—0,0003 ccm) am Anfang dor 
Girung eine deutliche, stimulierende Wirkung aus. Kine Hemmung 
der Girung erfolgt bei Zusatz von 0,02 ccm, in einzelnen Fillep 
sogar von etwa 0,002 ccm Chloroform. Bei richtiger Versuchs. 
anstellung erweist sich also der Macerationssaft gegeniiber dem 
Chloroform empfindlicher, als lebende Hefe. Kontrollversuche 
zeigten, daB der Dampfdruck von Chloroform in volumetrischer 
Versuchen eine geringe Korrektur der Ablesungen erfordert. Diese 
Korrektur kann den Sinn der Versuche iiber chemische Reiz- 
wirkung nicht beeintrichtigen. 

Thymol. Die Girung der lebenden Hefe wird durch etwa 
),00045 g Thymol undeutlich stimuliert, durch 0,03 g und gréBere 
Mengen gehemmt. Dieselbe Thymolmenge hemmt auch die Giarung 
von T'rockenhefe, indes die Girung des Macerationssaftes bereits 
durch etwa 0,002 g Thymol im Anfang der Giarung gehemm 
wird. Auch gegeniiber Thymol ist also der Macerationssatt 
empfindlicher als lebende Hefe und ‘rockenhefe. Auf Grund 
der unverdffentlichten Versuche ist die Wirkung von Thymol aut 
alle Hefepraparate bedeutend schwacher in lange dauernden Ver- 
suchen mit dem Meisslschen Verschlub. 

Strychnin. Die Garung der lebenden Hefe wird durci 
0,01 g Strychninnitrat nicht merklich beeinfluBt, durch 0,02 g aber 
deutlich gehemmt. Die Girung von Trockenhefe wird durci 
0,05 g Strychninnitrat in volumetrischen Versuchen gehemmt, 1 
langedauernden Versuchen mit dem Meisslschen VerschluB aber 
durch 0,03—0,04 g noch stimuliert. In Versuchen mit Macerations- 
saft hemmte 0,003 g Strychninnitrat in volumetrischen und 0,0! ¢ 
in gravimetrischen Versuchen. Auch gegeniiber Strychnin erwies 
sich der Macerationssaft empfindlicher als lebende Hefe. In 
anderen unverOfientlichten Versuchen erhielten wir dagegen eit 
Stimulierung der Saftgirung durch 0,01—0,07 g Strychninnitra. 
Es kommt namentlich auf die Kigenschaften eines jeden Saites 
an. Verschiedene Siifte sind gegeniiber der Vergiftung durc! 
Strychnin in ungleichem Grade empfindlich. 

Cocain. Lebende Hefe wird durch 0,004—0,01 g Cocair- 
nitrat nicht merklich beeinflu8t. Trockenhefe wird durch 0,00: 
bis 0,03 g Cocainnitrat stimuliert. Macerationssaft wird dure) 
0,02 g Cocainnitrat undeutlich stimuliert. 
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Chinin. Die Girung der lebenden Hefe wird durch 0,001 ¢ 
Chininchlorhydrat gar nicht beeinfluBt, durch 0,005 g etwas ge- 
hemmt, durch 0,015 g stark gehemmt. Die Girung von Trocken- 
hefe wird durch 0,0004—0,0015 g Chininchlorhydrat stimuliert, 
durch 0,005 g etwas gehemmt, durch 0,018 g stark gehemmt. Die 
Garung eines allerdings ziemlich schwach wirksamen Macerations- 
saftes wurde durch 0,01 g Chininchlorhydrat deutlich gehemmt. 

Natriumfluorid. Die Garung der lebenden Hefe wird 
jurch 0,0005 g Nak deutlich gehemmt, durch 0,00025 g hingegen 
nur undeutlich abgeschwicht. Die Girung von Trockenhefe wird 
durch 0,00025-—0,0005 g NaF deutlich gehemmt und durch 
9,005 g praktisch zum Stillstand gebracht (bei lebender Hefe findet 
eine vollkommene Verhinderung der Girung nur bei Zusatz von 
0,02 ¢ NaF statt). Die Garung des Macerationssaftes wird eben- 
‘alls durch 0,0005 g NaF ganz deutlich gehemmt und bereits 
durch 0,0015 g ganzlich eingestellt. 

Sublimat. Die Versuche wurden mit lebender Hefe aus- 
cefihrt und haben gezeigt, daB eine merkbare Hemmung der 
(Girung ebenso wie in Versuchen mit Natriumfluorid durch 0,0005 g 
Hg(l,, eine starke Hemmung durch 0,001 g hervorgerufen wird. 
Kine von anderen Forschern bemerkte Stimulierung der Hefe- 
girung durch geringe Sublimatmengen vermochten wir nicht zu 
erzielen. Hierdurch wollen wir jedoch die genannten Resultate 
anderer durchaus nicht in Zweifel ziehen, wie es einige Verfasser 
tun, die scheinbar negative Resultate fiir zuverlissiger als die 
ihnen entgegengesetzten positiven Resultate erklaren. Wir glauben 
im Gegenteil, da8 nur positive Resultate im Gebiete der alko- 
bolischen Giirung Beachtung verdienen, indem ein Ausbleiben der 
Reizwirkung durch verschiedene Nebenumstinde bewirkt werden 
konnte. | 

In der folgenden T'abelle sind die Ergebnisse zusammen- 
gestellt beziiglich der kleinsten Giftmengen, die eine deutliche 
Hemmung der Girung bewirken. 

Wir haben absichtlich solche Mengen von lebender Hefe, 
Trockenhefe und Macerationssaft verwendet, die bei durchschnittlich 
normaler Bereitung gleiche CO,-Mengen liefern und also eine ver- 
gleichende Schiitzung der Giftwirkungen auf die drei genannten 
Gdrungsfaktoren ermiéglichen. Es zeigte sich, daB lebende Hefe 
und Trockenhefe innerhalb der Versuchsfehler durch dieselben 
(iftmengen gehemmt werden, indes der Macerationssaft gegeniiber 
Toluoi dieselbe, gegeniiber den anderen Giftstoffen aber eine gréBere 
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Giftstoff 


Lebende Hefe 


Trockenhefe 














Macerationssa‘+ 

Toluol . 0,05 0,05 0,05 
Athylither iiber 0,2 iiber 0,2 iiber 0,2 
Chloroform 0,05 0,05 0,002 
Thymol 0,03 0,03 0,002 
Strychninnitrat . 0,02 0,05 0,003 
Chininchlorhydrat . 0,015 0,018 0,01 
Natriumfluorid . 0,0005 0,00025 0,0005 
Sublimat . — 0,0005 - 
Girung durch NaF 

giinzlich verhindert 0,05 0,005 0,0015 


Kmpfindlichkeit aufweist. Natriumfluorid erwies sich als der gif- 
tigste Stoff fiir lebende Hefe, hat aber die Garung von Trockep- 
hefe und Macerationssaft in noch geringeren Mengen verhindert. 
Wir kommen also zum SchluB, daB die zuerst von Buchner 
gemachte Annahme einer geringeren Empfindlichkeit der ,,Zymase« 
gegeniiber giftigen Stoffen im Vergleich zur lebenden Hefe au: 
Grund unrichtiger Experimente geiufert wurde. Lange dauernde 
gravimetrische Versuche sind zum Studium der Einwirkung von 
giftigen Stoffen auf die ,,zellfreie Girung“ meistens ungeeignet. 
Durch die Widerlegung der angeblichen Unempfindlichkeit der 
Zymase gegeniiber den antiseptischen Stoffen wird aber der wich- 
tigste Beweis der Existenz einer fermentativen Girung entkriiftet. 
Nicht minder beachtenswert ist die unter Umstinden recht an- 
sehnliche Stimulierung der ,,zellfreien‘‘ Garung durch chemische 
Reizwirkungen, die in einigen Fallen auch durch gravimetrischie 
Versuche erliutert werden kann. Wir widerholen hier, daB eine 
stimulierende Reizwirkung nicht immer erzielt werden kann, doch 
verhalten sich alle lebende Pflanzen ebenso, und namentlicl 
Macerationssaft zeigt ein regelrechtes Bild der chemischen Reiz- 
wirkung. Dieses Ergebnis steht in schroffem Widerspruch mit 
unseren Vorstellungen iiber Fermentwirkungen. Die chemische 
Reizwirkung wurde iibrigens auch von anderen Forschern (vgl. oben) 
verzeichnet. Duchacek, ein Schiiler KE. Buchners, weist aus- 
driicklich darauf hin, daB kleine Mengen von Chloroform und 
Shloralhydrat die Giirung des PreBsaftes steigern und erklart 
dies auf folgende Weise. Die Zymase kann als Ferment nichts 
anderes als ein EiweiBstoff sein. Nun sollen kleine Giftmengen 


in gréBerem MaBe das proteolytische Ferment des Saftes angreifen 
und dadurch die Zymase schonen. 


Die Frage, weshalb gréBere 
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Mengen desselben Giftstotfs in umgekehrtem Sinne wirken, labt 
Nuchacek dahingestellt. Ks ist klar, daB eine derartige Er- 
klirung erstens unvollkommen ist, zweitens eine Anhaufung von 
experimentell nicht bekraitigten Hypothesen darstellt, und drittens 
‘ny betreff der EiweiBnatur von Fermenten als unrichtig und iiber- 
holt erscheint. Derartige Erklarungen verschiedener Unstimmig- 
keiten sind der beste Beweis der Notwendigkeit einer Revision 
des Problems der zellfreien Garung. 

Ubrigens ist der zeitliche Verlauf selbst der ,,zellfreien* Garung 
ohne Analogien unter den Fermentwirkungen, die immer mit groBer 
Kraft einsetzen und im Verlaufe einer kurzen Zeit ihre Arbeit 
yvollenden. So verhalt sich die Invertase und gar die Hexose- 
phosphatase der Hefe. Die duBerst trage ,,zellfreie* Girung, die 
im Verlaufe mehrerer Tage allmahlich fortdauert und hiufig erst 
nach einer langeren ,,Induktionsperiode“ beginnt, stellt ein Bild 
dar, das am wenigsten an eine katalytische Reaktion erinnert. 
Noch unwahrscheinlicher wird die Annahme einer fermentativen 
Girung, wenn man eine koordinierte Kombination von mehreren 
Kermenten voraussetzt, die durch selektive Adsorption bei ver- 
schiedenen Manipulationen voneinander nicht getrennt werden 
konnen. 


Zusammenfassung der wichtigsten Resultate. 


1. Die Einwirkung von Giftstoffen auf die zellfreie Garung 
darf nicht nach der alten gravimetrischen Methode EK. Buchners 
studiert werden. 2. Es ist unméglich, die Garung der lebenden 
Hefe durch Toluol vollkommen zu verhindern, auch wenn man 
die Girung auf dem Schiittelapparat in Gegenwart eines Uber- 
schusses von Toluol in einer mit Toluol gesittigten Lésung vor 
sich gehen laBt. 3. Hieraus ist ersichtlich, daB Versuche iiber 
.zellfreie* Girung, die in Gegenwart von Toluol ausgefiihrt sind, 
als unsicher erscheinen. 4. Die Emptindlichkeit von Trockenhefe 
und namentlich Macerationssaft gegeniiber den untersuchten Gift- 
stoffen ist entweder dieselbe, oder gréBere im Vergleich mit der 
Kmpfindlichkeit der lebenden Hefe. 5. In manchen Fiillen iiben 
ganz kleine Mengen eines Giftstoffs eine Reizung aus, die auf 
die vermeintliche fermentative Gurung stimulierend einwirkt. Be- 
sonders deutlich ist die stimulierende Wirkung von Athylither, 
Chloroform und Strychnin. 6. Die geringe Empfindlichkeit gegeniiber 
den Giftstoffen galt als der wichtigste Beweis der Fermentnatur der 
Zymase. Dieser Beweis fubte aber auf einer unsicheren Gundlage. 
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Analytischer Beleg. 
Nr. 1. 
Lebende Hefe mit Toluol. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
1 g Hefe, 2g Rohrzucker, 20 cem Wasser. 
CO, in ecem 
Nr. Giftmenge —__ 

30 Min. | 1Std. |1Std.30Min.) — 2 Std. 
I Ohne Toluol 23,6 53,! 88,7 1191 
2 0,05 eem Toluol 11,7 26,8 40.2 58,2 
3 0.05 11,1 26,9 40,4 5S] 
4 0,10 10,3 12,8 14,5 15.2 
5 0,15 7,4 9.5 12,2 13.8 
6 0,20 8,4 10,2 11,3 12.9 
7 1,00 6,8 8,2 9,2 10,2 

Nr. 32. 


Lebende Hefe mit Toluol. 











2¢ Hefe, 2g Robrzucker, 20 cem Wasser. 


Girkélbchen mit Girverschlu8 nach Meissi. 

















CO, in g 

Nr. Giftmenge — ) 
L Std. | 2Std. | 3 Std. 4 Std. | 5 Std. | 24 Std, 
1 Ohne Toluol 0,08 0,30 0,51 0,69 0,79 - 0,93 
2 0,1 eem Toluol 0,05 0,18 (0,32 0,45 0,58 | 0,92 
3 S ws 0,05 0,18 | 0,19 | 0,27 | 0,35 | 09) 
4 0,3 0,04 0,11 0,16 0,18 0,21 0,30 
d 0,4 0,03 0,12 0,17 | 019 0,20 , 0,31 
6 0,5 0,04 0,138 | 0,15 | 0,17 | 0,18 | 0,26 
7 0,6 . 0,06 0,11 0,12 0,13 | 0,15 | 0,2: 
8 0.8 ,, a 0,07 0,14 | 0,14 0,16 0,17 | 0,25 
9 1,0 i 0,04 0,10 | 013 015 | O17 | 0.23 
10 lit » a 0,05 0,08 | 0,12 0,14 | 0,15 | 0,20 

Nr. 3. 
Trockenhefe mit Toluol. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
2g Hefe, 2g Rohrzucker, 20 cem Wasser. Toluol als Emulsion. 
0,25 cem Toluol in 100 cem Wasser. Priiparat Nr. VII. 
CO, in eem 
Nr. Giftmenge | . 

30 Min. | 1 Std. |1Std.30Min. 2 Std 
1 Ohne Tolvol 27,9 | 73,0 117,4 159.6 
2 1 ecm der Emulsion 29,0 | v6,4 128,2 179,4 
; Mw « a" 32,8 | 77,5 128,2 182,4 
4 A % 9 am 35,4 83,4 135,4 192,0 
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Nr. 4. 
Trockenhefe mit Toluol. Volumetrische CO,-Bestimmung. 


2g Hefe, 2g Rohrzucker, 20 ccm Wasser. Toluol als Emulsion. 


0,25 cem Toluol in 100 cem Wasser. Priparat Nr. VII. 






































CO, in cem 
Nr. Giftmenge 
30 Min. | 1 Std. |1Std.30Min. 2 Std. 
1 Ohne Toluol 26,0 | 74,6 119,5 151,9 
2 1 cem der Emulsion 30,6 | 75,4 125,4 173,2 
g 1 OD 5 9 . 28,0 72,6 125,4 181,2 
ei @s « i 292 | 14,6 | 126,6 187,0 
Nr. 5. 
Trockenhefe mit Toluol. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
2g Hefe, 2g Rohrzucker, 20 cem Wasser. Priiparat Nr. I. 
CO, in eem 
Nr. Giftmenge sateen eset 
30 Min. | 1 Std. |1Std.s0Min, 2 Std. 
are = RE A sooner = = = oo a i = 
1 Ohne Toluol 29,9 | 65,6 99,0 -  110,1 
2 0,05 eem Toluol 24,8 | 50,7 684 | 80,0 
8 0,10 ,, m 22,4 34,8 42,2 | 49,8 
4 0,15 ,, 4, 20,4 30.2 | 384 | 4386 
5 0,20 , 4 20,2 30,0 | 3876 | 42,0 
6 0,25 5, iy 20,2 29,2 | 5,2 | 40,4 
7 Oo .» -» 18,8 24,0 | 33,0 =| 31,7 
8 0,50 ,, ” 16,1 22,2 29,1 | 33,3 
Nr. 6. 
Macerationssaft mit Toluol. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
20 cem Macerationssaft, 2 g Rohrzucker. Priiparat q. 
CO, in cem 
Nr. Giftmenge | | 
—r ei aiece. | DM: 
30 _— 1 Std. 30 Min. | 2 Std. 30 Min. 
1 | Ohne Toluo 18 | 78 | 40,0 | 64,2 | 84,4 
2 | 0,1 eem Toluol 3,0 6,0 | 37,0 | 62,0 | 81,0 
3 1 0,5 ,, . 2,0 4,4 | 80,2 | 54,4 | 72,2 
4] 05 ,,  ,, ohne Zucker} 20 | 2,2 | 2,2 86 | 3,0 
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Nr. 7. 


Macerationssaft mit Toluol. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
20 cem Macerationssaft, 2 g Rohrzucker. Priparat r. 





TT _— —, 





CO, in eem 





Nr. Giftmenge ——. 
30 Min.; 1 Std. |1 Std. 30Min.| 2 Std. 2Std. soMin 























1 | Ohne Toluol 2,3 | 2,6 46,0 15,4 | 1000 

2 0,05 ecem Toluol 1,8 {| 2,0 2,4 8,0 64.0 

so. « 22 | 26 2.6 2,8 50,6 

4 1050, ., 12 | 18 2,0 2,0 38.4 
Nr. 8. 


Macerationssaft mit Toluol. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
20 ecm Macerationssaft mit und ohne 2 g Rohrzucker. Priiparat t. 





























CO, in ecm 

Nr. Giftmenge , rr ee 
* a] | 1 Std. ‘ ‘ een d 
30 Min.| 1 Std. 30 Min. 2 Std 0 Min 
1 0,2 cem Toluol 4,0 26,8 55,6 73,4 88,2 
2 OS « » Ohne Zucker 1,2 1,4 1,4 1,4 1,4 
sits, -» 2,6 | 216 | 484 | 692 852 
4 OS ., Ohne Zucker 2,0 2,0 | 2,0 | 2,0 2,0 


Nr. 9. 


Macerationssaft mit Toluol. Girkélbchen mit Girverschlu8 nach Meiss|, 
20 cem Macerationssaft, 2 g Rohrzucker. Priparat r. 

















CO, in g 
Nr. Giftmenge esate — 
2 Std. 4Std.30Min. | 6 Std. 
1 Ohne Toluol 0,17 0,39 0,50 
2 0,1 ecm Toluol 0,15 0,33 0,45 
a 0,38 ,, a 0,15 0,35 0,45 


Nr. 10. 


Lebende Hefe mit Athylither. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
1g Hefe, 2g Rohrzucker, 20 cem Wasser. 























CO, in ecm 
Nr. Giftmenge aan ¥ : sno 
15 Min. | 30 Min.| 1 Std. 1 Std. 30Min.| 2 Std 
1 Ohne Athylither 10,5 | 22,3 49,2 76,0 | 1044 
2 0,05 eem Athylither 19,2 | 32,0 57,0 85,2 | 1158 
3 0,10 ,, ” 13,8 25,6 52,6 80,5 | 1L11,6 
4 | 0,20 ,, : 122 | age | 492) 774 | 1062 
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Nr. 11. 
Trockenhefe mit Athylither. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
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2g Hefe, 2g Rohbrzucker, 20 cem Wasser. 




















CO, in cem 











Nr. Giftmenge Hn ——_— 
30 Min. 1 Std. 1tStd. 30 Min. | 2 Std. 
1 Ohne Athylather 26,0 76,0 132,0 170,0 
2 0,05 ceem Athylather 26,4 82,0 137,6 178,4 
3 | 010 , , 33,8 89,0 152,2 204,0 
4 | 0,20 ,, . 38,0 92,0 151,4 202,8 
Nr. 12. 
Trockenhefe mit Athylither. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
2g Hefe, 20 ccm Wasser, mit und ohne 2 g Zucker. 
Priparat Nr. VII. 
CO, in cem 
Nr. Giftmenge | | | i Std 
30 Min. | 1 Std. 30 Min. | 2 Std. 
1 | 0,1 eem Athylither 33,0 | 90,6 153,4 | 205,0 
2101 ,, ‘ ohne Zucker 0,2 12~+ 16 /] 1,8 
3 102 ,, " 88,2 | 90,4 | 151,6 | 2032 
4 G2 x - ohne Zucker | —2,0 0,2 1,8 2,0 
Nr. 13. 














Trockenhefe mit Athylather. Giarkélbchen mit Verschlu8 nach Meissl. 


2g Hefe, 2g Rohrzucker, 20 ccm Wasser. 


Priparat Nr. VII. 








Nr. 


wore -_ 











Giftmenge 





Ohne Athylither 





0,08 
0,05 cem Athylither 0,08 
0,10 ,, a 0,08 
0,20 ,, 0,10 
0,30 ,, , 0,10 
0,50 ,, ‘ 0,11 





1 Std. | 2 Std. | 3 Std. 








CO, in g 
4Std. 5Std. 
0,21 | 028 | 0,35 
0,23 0,29 0,38 
0,29 0,32 0,42 
| 0,46 0,65 0,86 
0,51 | 0,69 0,87 
0,50 | 0,67 0,84 


10* 
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Nr. 14. 
A. Macerationssatt mit Athylither. Volumetrische CO,-Bestimmuny 
20 cem Macerationssaft, 2 g Zucker. Priparat 1. | 
CO, in ecm 

Nr. Giftmenge e. 
: . ‘ ] Std. - Ara 
30 Min. 1 Std. C. | oSta, 2 Std. 
30 Min. 1 Std 30 Min. td 0 Mi, 
l Ohne Athylither 0,2 9,2 65,8 | 98,2 1344 
2 0,05 eem Athylither 0,0 26,6 72,2 108,9 144.9 
3 ii 20,2 66,6 100.8 137,0 171.6 


B. Macerationssaft mit Athylither. Volumetrische CO,-Bestimmung. 

















20 cem Macerationssaft, 2 g Zucker. 























CO, in eem 
Nr. Giftmenge "| - ae ' 
5 ° . 1 Std. ’ 2 Std. 
)Min. 1 Std. . | 2 Std. 
30 Min.’ 1 Std 30 Min. Std 30 Min. ’ 
1 Ohne Athyliather 0,6 18 | 23,8 | 71,0 | 102,6 , 1232 
2 [| 0,05 eem Athylither 0,0 0,6 58,4 92,6 | 124,6 | 158.8 
3 | 0.10 i 04 21,4 | 74,1 | 106,8 | 1400 1723 
4 0,20 0,2 08,8 89,8 , 122,6 | 155,2 ; 188 
Nr. 15. 
Macerationssaft mit Athylather. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
20 cem Macerationssaft, 2 g Rohrzucker. Priparat t. 
CO, in ecm | 
Nr. Giftmenge ry een | 1Std, |; cq | 2 Std } 
— * 130 Min.) “ °°" 30 Mit 
1 Ohne Athylither 1,8 10,2 34,8 67,4 Si,4 
2 0,05 eem Athylather 0,2 10,2 36,0 69.8 88,4 
3 0.10 ,, —2,0 12,8 41,2 76,0 92,0 
4 0,20 —3.8 13,4 46,0 | 79,6 93,8 
Nr. 16. | 
Macerationssaft mit Athylather. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
20 cem Macerationssaft, 2 g Zucker. Priparat m. | 
CO, in eem N 
Nr. Giftmenge - en ) ilebinaeianins 
30 Min. | 1 Std. |1Std. 380Min. 25) 
= ———————— — a — - — | 
o- | ; 
1 Ohne Athylather 22,8 81,4 121,8 161.8 | 
2 0,05 eem Athylather 31,0 86,4 128,6 169.4 
3 0.10 ,, - 36,6 94,2 134,2 175.3 
4 0,20 28,4 87,8 | 130,6 174. 
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Nr. 17. 
Ung. Macerationssaft mit Athylither. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
o) eem inakt. Macerationssaft mit und ohne Rohrzucker (2 g). Priiparat p. 
———— — ——_—— 
CO, in cem 
> Std Nr Giftmenge 2 ’ | | 18Std 
"; ° | ‘ | K . 9 @Q 
() Min. 30 Min. 1 Std. | 80 Min. - Std 
— : | 0,2 cem Athylither 0 0 0 0 
It) e o 102 ,. ‘4 ohne Zucker 0 | O 0 0 
; 0,1 ’ 0 0 0 0 
Ing, seat « - ohne Zucker 0 0 0 0 
Der Atherdampfdruck ist also unbestimmbar. 
Nr. 18. 
or Lebende Hefe mit Chloroform. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
io 1g Hefe, 2g Rohrzucker, 20 cem Wasser. 
1588 CO, in cem 
172.8 Nr. Giftmenge - 
188.0 30 Min. | 1 Std. |18td, 30Min. 2 Std. 
l Ohne Chloroform 25,2 | 51,1 79,3 105,5 
+ 2 0,05 eem Chloroform 19,2 29,1 36,2 | 44,0 
: 2 a x ; 13,8 18,1 21,2 224 
4 | 010. ,, . 14,0 18,6 21,4 22,6 
| 5 | 0,20 ,, 12,0 16,1 19,2 20,0 
sta. f 6 | 0,30 , ‘ 9,0 11,4 14,8 15,1 
Min. 7 0,50 ., - 11,6 14,0 16,2 16,4 
a s | 070 .. ai 8.8 12,1 14,0 14,2 
20 4 9 0,80 ,, - 8,9 11,7 12,2 12,2 
7949 Nr. 19. 
| Trockenhefe mit Chloroform. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
2g Hefe, 2g Zucker, 20 cem Wasser. 
Chloroform als Emulsion, 0,5 cem Chloroform in 200 cem Wasser. 
| CO, in cem 
Nr. Giftmenge , 
30 Min. 1Std. |1Std.30Min. 2 Std. 
[2 1 Ohne Chloroform 28,0 81,2 134,4 174,8 
4 - 1 eem der Emulsion 34,0 86,4 145,0 202,6 
5 Q 3 OS. «x si 34,4 88,4 148,0 207,8 
4, ‘ oe . 33,0 89,0 154,0 216,0 
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Nr. 26. 
Macerationssaft mit Chloroform. Volumetrische CO,-Bestimmung. 





20 ccm Macerationssaft, 2 g Rohrzucker. 


Macerationssaft mit Chloroform. Volumetrische CO, hcialibsatciniiae. 20 cem Macerationssaft, 2 ¢ Robhrzucker. aciauaiiiade r. 
_ CO, in ccm 
Nr. Giftmenge : 
: : 1 Std. i aie 
30 Min. | 1 Std. 80 Min. 2 Std. 
1 Ohne teins 4 + - 0,5 ecm Wasser . . , a ae a a ee 2,8 43,2 | 94,4 127,4 
2 0,5 cem einer Emuls. von 0,1 eem Chlorof. in 200 eem Wasser oe es a 2,8 48,4 95,8 128,2 
3 0,2 ,, o - a 0,1 - - a ae »  +0,3 cem Wasser 2,4 53,0 100,6 134,3 
iia. =. » Of « 1» gy 200 —=77 » +04 ,, - 3,2 49,6 99,0 132,6 
Nr. 25. 
Macerationssaft mit Chloroform. Volumetrische OO, -Rentinemung. 20 ccm Macerationssaft, 2 g Rohrzucker. Polparat u. 
CO, in cem 
Nr. Giftmenge | _= er 
ee A | 2 Std. 
30 Min. | 1 Std. | 30 Min. 2 Std. | 30 Min. 
1 | Ohne Chloroform + 1cem Wasser . . . , a ee ee eee 12 | 2,0 12,2 | 37,8 | 63,1 
2 | 1 cem einer Emuls. von 0,5 cem Chlorof. in 200 cem W a a ae ae ere 2,0 | 2,4 2,8 | 17,0 | 44,2 
$105... y ms ~ a on me 200 ,, »  +0,5 cem Wasser 1,4 1,6 5,4 26,6 | 55,6 
(ais « « ws On -« wn «2 006 = 1,8 | 2,0 | 10,8 | 368 | 66,0 


Priiparat u. 

















Nr. Giftmenge 

1 Din Pi celia + 1 ccm Ww asser . . ‘ 

2 | 0,2 cem einer Emuls. von 1 cem Chlorof. in 100 cem Wasser "i 0, 8 com 1W asser 
$105, , ‘i ~ . uae « , “a's. 





CO, in ecm 
ua | 18td. | oc. | 28td. loc 
1 Std. | ane, | 900 oa (9 Std. 
22 | 102 | 40.0 | 70,0 85,0 
24 | 5,0 33,0 62,4 | 78,4 
18 | 30 | 24,4 | 54,0 | 74,8 
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Nr. 27. 
Lebende Hefe mit Thymol. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
1g Hefe, 2g Hefe, 20 com Wasser. 


























CO, in cem 
Nr. Giftmenge : 
30 Min. | 1Std. 1Std.30Min. 2 Std. 
‘ | 
1 | Ohne Thymol 189 | 40,8 65,2 | 87,8 
2 0,00045 g Thymol 19,0 | 41,2 67,0 91,8 
3 0,00090,, 4, 18,8 40,0 65,2 88,2 
4 0,00180,, 19,1 40,0 | 63,8 86,2 
Nr. 28. 


Lebende Hefe mit Thymol. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
1g Hefe, 2 g Rohrzucker, 20 cem Wasser. 























CO, in eem 
Nr. Giftmenge : 
30 Min. | 1 Std. 1Std.30Min. 2 Std. 
1 Ohne Thymol 20,8 45,4 74,8 103,6 
2 0,0027 g Thymol 12,4 29,8 54,2 79,5 
3 0,0090 ,, , 2,6 4.8 6,1 8,2 


Nr. 29. 
Trockenhefe mit Thymol. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
2g Trockenhefe, 2 g Rohrzucker, 20 cem Wasser. Priiparat Nr. I. 











CO, in ecm 

Nr. Giftmenge ) 

30 Min. | 1 Std. |1Std.30Min. 2 Std. 
1 Ohne Thymol 204 | 49,0 | 85,4 '  119,0 
2 0,0027 g Thymol 19,9 | 50,0 | 81,8 115,6 
3 0,045 ,, - 20,0 38,0 | 57,6 | 80,2 
4 0,0090 ,, - 16,0 28,4 | 38,2 | 48,6 
5 0,0180 ,, ‘s 16,8 | 24,0 | 30,0 | 86,6 





Nr. 30. 
Macerationssaft mit Thymol. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
20 cem Macerationssaft, 2 g Rohrzucker. Priiparat r. 





| CO, in ecem 


Nr. Giftmenge ve ag 
1Std. og 2 Std. | 3Std. 
30 Min.) 1Std. go yin, 2 5t4- | 36 Min. 30 Min. 














l Ohne Thymol 1,8 44.0 | 16,0 | 106,0 | 132,0 | 183,8 
2 | 0,0005 g Thymol 2,0 25,1 | 70,8 | 100,8 | 127,0 | 176,2 
3 | 0,0022 ., o 1,8 35,8 | 74,8 104,2 | 129,0 | 178,2 
4 ; 0,0100 ,, " 1,4 52,0 | 17,6 105,0 | 127,6 | 152.8 
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Nr. 81. 
Lebende Hefe mit Strychninnitrat. Volumetrische CO,-Bestimmun:. 
1 g Hefe, 2 g Rohrzucker, 20 ccm Wasser. 























CO, in eem 
Nr. Giftmenge a — 
:' ' 2 Std. 

30 Min. 1 Std. 30 Min. 2 Std. 

1 Ohne Strychninnitrat 21,0 50,8 | 82,8 115,0 
2 | 0,00714 g Strychninnitrat 19,0 48,0 | 826 115.0 
3 | 0,00833 ,, a 22.0 48,0 | 826 114.6 
4 0,01190 ,, ~ 24,0 45,8 78,0 109.4 
5 | 0,0238 ,, . 19,6 38,6 60,0 | x60 
6 | 0,0304 ,, ' 15,6 28,6 86,2 42.0 
7 | 0,04522 ,, . 11,2 15,6 18,2 20,9 
8 0,04760 ,, ¥ 8,8 11,9 13,7 14,8 

Nr. 82. 


Trockenhefe mit Strychninnitrat. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
2g Hefe, 2 g Rohrzucker, 20 cem Wasser. Priiparat Nr. V. 














CO, in cem 

Nr. Giftmenge ii 1 Std —— 

15 Min. | 30 Min. 1 Std. 80 Min, 2 Std. 
1 Ohne Strychninnitrat 9,2 | 19,4 | 39,4 65,4 100,0 
2 0,04983 g Strychninnitrat 7,3 | 17,5 | 87,0 63,9 98,2 
3 | 0,059796,, ° 12,6 | 18,9 | 348 592 9%, 
4 | 0,099660,, “ 13,2 | 18,0 | 29,8 49,4 75,8 

| 
Nr. 33. 


Trockenhefe mit Strychninnitrat. Girkélbchen mit Girverschlu8 nach Meiss|. 
2g Hefe, 2g Rohrzucker, 20 cem Wasser. Priiparat Nr. V. 

















CO, in g 

Nr. Giftmenge — 
2 Std. 4 Std. 6 Std. 7 Std 
1 Ohne Strychnin 0,16 0,37 0,56 0,64 
2 0,00476 g Strychnin 0,18 0,40 0,60 0,68 
3 0,00714,,  ,, 0,17 0,41 0,62 0,70 
4 0,01904 ,, 0,16 0,44 0,66 0,79 
5 0,02856., —,. 0,19 0,53 0,75 0,82 
6 0,03570 ,, - 0,20 0,59 0,83 0,86 
7 Ohne Strychnin 0,17 0,36 0,55 0,63 

















Macerationssaft mit Strychninnitrat. 
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Nr. 34. 


nach Meissl. 
20 cem Macerationssaft, 2 g Rohrzucker. Priiparat k. 
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Girkélbchen mit GirverschluB 





Macerationssaft mit Strychninnitrat. 


Giftmenge 


0,0020,, 
0,0052 ,, yy 
0,0102 ,, . 
0,1006 ,, m 
0,2008,, —,, 





Ohne Strychnin 
0,0007 g Strychnin 











CO, in g 
2 Std. 4Std. | 
0,12 0,35 
0,12 0,30 
0,11 0,30 
0,09 0,28 
0,11 0,33 
0,09 0,22 
0,07 0,17 
Nr. 35. 


6 Std. 


0,53 
0,52 
0,50 
0,47 
0,49 
0,35 
0,28 


Volumetrische CO,-Bestimmung. 


20 eem Macerationssaft, 2 ¢ Rohrzucker. Priaparat m. 














CO, in cem 























Nr. Giftmenge | , 

15Min.| 30Min.| 18td. | 1 5t4 9 gta. 

| 30 Min. 
| Ohne Strycbhnin 2,6 17,8 77,6 110,2 146,2 
2 0,001 g Strychnin 1,8 9,6 74,0 107,0 140,8 
3 0,0015 ,, = 2,6 10,8 75,2 107,2 141,8 
4 0,0030 ,, ‘ 1,4 13,8 72,4 103,2 136,4 
Nr. 36. 
Lebende Hefe mit Cocainnitrat. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
1g Hefe, 2 g Rohrzucker. 
CO, in cem 

Nr. Giftmenge oy eee 1 Std. | 

15 Min.| 30 Min. | 1 Std. ; 2 Std. 

830 Min. 

1 | Ohne Cocain 11,4 | 21,4 | 50,0 79,6 105,6 
- 0,003759 g Cocain 11,8 | 21,2 | 50,6 81,8 108,8 
3 | 0,006265,, —_,, 16,8 21,2 | 49,4 79,4 105,6 
4 | 0,007518,, —,, 10,0 | 20,0 47,2 78,0 103,8 
1 Ohne Cocain 11,0 | 21,6 50,8 80,2 105,8 
- 0,005012 g Cocain 10,8 22,0 51,0 80,6 108,4 
$8 | 0,008771,, __,, 10,6 20,3 | 47,6 75,8 102,2 
4 | 0,012530,, —,, 10,0 | 20,4 | 45,0 73,4 98,0 
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Trockenhefe mit Cocainnitrat. 


Nr. 37. 


Volumetrische CO,-Bestimmuny. 








2g Hefe, 2 g Rohrzucker, 20 ccm Wasser. Praparat Nr. VI. 

















CO, in ecem 
Nr. Giftmenge Slcisf]l so si cs st & 
2 |RI|ZAl| NR | FSH HD HRA F 
So _ = > N ano ae) oe So i 
ise) oY oe at 
1 Ohne Cocain 15,2 | 34,2 50,6 | 73,2 | 102.2 | 130,0 | 158,0 187.2 
2 0,0015 g Cocain 18,4 | 36,2 | 53,3 | 76,5 | 106,3 | 135.0 | 163,3 193.9 
3 0,0075 ,, " 20,0 | 37,8 | 59,6 | 87.9 | 112,8 | 158,2 | 191,4 22%9 
4 0,0300 ,, ss 18,8 | 33,6 | 52,2 | 77,0 | 110,0 | 141,6 | 1760 209.9 


Macerationssaft mit Cocainnitrat. 





Nr. 38. 





20 eem Macerationssaft, 2 g Robrzucker. 


Volumetrische CO,-Bestimmung. 





Nr. 


nw = 


Giftmenge 


0,0003 g Cocain 





1 Std. | 


30 Min. 
Priparat h. 
2,2 3,8 
3,0 3,9 
2.6 3.2 


Ohne Cocain | 


0,0015 ,, i 


Ohne Cocain 
0,0028 g Cocain 
0,0078 ,, ” 
0,0210,,  ,, 


Priparat r. 


2,0 3,0 
2,8 3,4 
2,2 3,2 
2,2 2,6 


Nr. 39. 


Lebende Hefe mit Chininchlorhydrat. 


| 


CO, in cem 


18td. | go 

j S . 
80 Min. | 2 Std 
57,6 | 81,6 
57.4 | 88,1 
57,8 | 88,2 
47,8 80,0 
42°9 81.0 
48.6 83.2 
57,0 88,4 


Py Std. 


30 Min, 


116.9 
ee. 


118,2 


106,6 
107,5 
109.6 
114,4 


Volumetrische CO,-Bestimmung. 
1g Hefe, 2g Rohrzucker, 20 cem Wasser. 





Giftmenge 


Ohne Chininchlorhyd 
0,001 g Chininchlorh. 
0,005 ,, ” 

0,015 ,, 

0,030 ., 

0,050 ,, 

0,100 ,, ” 

0,200 ,, - 





P. S12 
19,6 
20.0 
10,0 
6,6 
4,1 
2,1 


2.0 





30 Min. 





CO, in e 





cm 
| 1 Ste. 
1 td. | 30 Min. | 
46,4 17,6 
47,0 174 
42.7 66,0 
15,8 21.0 
935 10.8 
5,6 6,4 
2.4 2.6 
"2 2.2 


2 Std. 


105.8 
106,2 
89.6 
25,0 
11,5 
6.9 

8) 


99 
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Nr. 40. 
Trockenhefe mit Chininchlorhydrat. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
Trockenhefe, 2 g Rohrzucker, 20 cem Wasser. Priiparat Nr. IV. 


9 
= 





——— 


_ CO, in ecm 


Nr. Giftmenge , 
7 15 Min. 30 Min. 1 Std. | 1 Std. 











| 30 Min. 2 Std. 
| | Ohne Chininchlorhydrat | 5,0 16,0 35,8 53,8 16,2 
» | 0,000119 g Chininehlorh. 4,9 16,0 37,4 55,4 78,6 
» | 0,00035T ,, ” 9,0 22,0 40,8 60,0 | 83,2 
{ | 0,000833 ,, - 9,8 23,0 41,6 62,4 85,6 
5 | 0,001780 ,, . 7,8 228 40,6 | 60,2 | 82,0 
Nr. 41. 


Trockenhefe mit Chininchlorhydrat. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
2g Hefe, 2g Zucker. 20 ccm Wasser. Priiparat Nr. II. 

















CO, in ecm 
Nr. Giftmenge —_ i 
oe ed 

30 Min. | 1Std. | a), 2 Std. 
| | Ohne Chininchlorhydr. 18,6 | 491 80,0 | 109,8 
2 | 0,0027 g Chininchlorh. 18,1 | 45,8 | 1764 | 4107,4 
3 | 0,0045 ,, - 22,0 | 41,0 | 661 | 92,4 
4 0,0072 ,, ‘“ 19,2 | 36,4 58,4 | 83,1 
5 0,0090 ,, 9 16,2 | 84,2 57,0 | 82,0 
6 | 0,0135 ,, i 16,8 | 30,2 480 | 64,4 
7 0,0180 ,, . 15,6 | 28,0 426 | 54,4 


Nr. 42. 
Macerationssaft mit Chininchlorhydrat. Volumetrische CO,-Bestimmung. 


20 cem Macerationssaft, 2 g Rohrzucker. Priparat h. 



































CO, in ecm 

a | ———-—— 
Nr. Giftmenge = no - s | = | oA ae 

= n | Ne | 7 i= 7a 

3 =~& aN oO as on 
1 | Ohne Chininchlorhydr. | 1,4 | 2,2 | 58,0 88,4 | 1160 | 144,0 
2 | 0,0025 g Chininchlorh. | 2,0 | 2,8 | 52,0 | 85,4 | 113,6 | 143,6 
3 1 0,0100 ,, - 1,8 | 2,6 | 49,0 | 81,0 | 109,6 | 138,4 
4 | 0,0200 ,, ‘~ 2,2 | 3,7 | 48,8 | 76,9 | 102,8 | 130,6 
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Nr. 43. 


Lebende Hefe mit Natriumfluorid. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
1 g Hefe, 2 g Rohrzucker, 20 cem Wasser. 








Giftmenge 





Ohne Natriumflorid 
0,00025 g Natriumfluorid 
0,00050 ,, . 
0,00125 ,, : 


0,00250 ,, 
0,00500 ,, 





” 


”» 








30 Min. 1 Std. 


23,8 
24,4 
27,8 
27,9 
17,2 
21,6 


Nr. 44. 


CO, in cem 


52,6 
50,0 
53,2 
51,4 
41,4 
35,2 


2 Std. 


| 30 Min. 


| 
| 
| 
| 


84,2 
80,0 
72,3 
69,1 
54,8 
46,6 


Lebende Hefe mit Natriumfluorid. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
1g Hefe, 2g Rohrzucker, 20 cem Wasser. 





Nr. 


Giftmenge 














CO, in ecm 





i ae 1 OO | 
30 Min. | 18td. | 80 Min. 2 td 
1 Ohne Natriumfluori 24,0 43,4 | 71,2 98,1 
2 0,0009 g Natriumfluorid 24,0 48,1 | 67,0 80,0 
3 0,0027 ,, m 19,1 37,2 | 50,2 | 60,8 
4 0,0045 ,, . 18,8 34,2 | 43,4 50,2 
) 0,0108 ,, ’» 7,4 15,0 | 23,0 21,5 
6 0,0180 ,, ¥9 2,1 3,0 | 3,8 4,0) 

Nr. 45. 
Trockenhefe mit Natriumfluorid. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
1g Hefe, 2g Rohrzucker, 20 cem Wasser. Praparat Nr. III. 
CO, in ecm 
Nr. Giftmenge : 

1 Std. 9¢ 

80 Min. 1 Std. 30 Min. | Std. 
enn ap nn A a a eas a i = 

1 Ohne Natriumfluorid 14,8 34,6 52,8 72,0 
2 0,00025 g Natriumfluorid 12,0 29,2 46,4 64,1 
3 0,00050 ,, m 9,2 23,7 38,8 50,2 
4 | 0,00075 , 4,4 12,6 23,2 32,2 
5 0,00125 ,, as 2,2 7,0 12,2 18,4 
6 | 0,00250 ,, Y 1,6 3,4 5,1 7,4 
7 | 0,00500 ,, , 06 | 41,0 2,0 2,1 



































M 
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ao -. WwW pn — 





semen neyo see on 
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Macerationssaft mit Natriumfluorid. Volumetrische CO,-Bestimmung. 


20 cem Macerationssaft, 2 g Rohrzucker. Priiparat k. 





Nr. 


— 


wm OC bre 





Giftmenge 


Ohne Natriumfluorid 
0,0016 g Natriumfluorid 
0,0090 ,., - 
0,0200 ,, - 


30 Min. 








Nr. 47. 


1 Std. 


64,4 
2,6 
2,2 
2,0 


CO, in cem 


1 Std. 


| 30 Min. 


90,8 
2,9 
2,2 


2,0 


2 Std. 


112,6 
3,1 
2,2 
2,0 


Macerationssaft mit Natriumfluorid. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
20 cem Macerationssaft, 2 g Rohrzucker. 








Giftmenge 


CO, in cem 
































—_ ~ 1 Std. oq 

30 Min. 1 Std. 30 Min. 2 Std. 

1 Ohne Natriumfluorid 23,5 12,6 97,0 123,2 

2 0,0005 g Natriumfluorid 6,7 33,4 73,9 96,6 

3 0,0034 ,, : 2,8 2,8 2,8 2.8 

4 | 0,0157., a 2,4 2,4 2,4 2,4 

Nr. 48. 
Lebende Hefe mit Sublimat. Volumetrische CO,-Bestimmung. 
1 g Hefe, 2g Rohrzucker, 20 com Wasser. 
CO, in cem 

— go Min. | 1sta. | 1 8t4 | 9 gta 
cee "| 80 Min. ain 
= Sangunnsabenaammepeenenes | a 

1 Ohne Sublimat 21,2 47,4 17,0 104,8 
2 0,000106 g Sublimat 20,5 47,2 77,0 104,1 
3 0,000265,, —,, 20,8 45,5 73,2 101,0 
4 0,000530,, 19,2 43,6 70,0 91,0 
5 0,001060,, _,, 14,2 27,5 42.6 57,2 
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Berichtigung. 
Von 


E. Lehnartz. 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Februar 1930.) 


In einer kiirzlich von mir verdéffentlichten Arbeit waren Elektro- 
titrationskurven von o- und Pyrophosphorséurelésungen wiedergegeben 
worden, aus denen ich schloB, dab eine o-Phosphorsiurelésung saurer 
reagiert als eine Pyrophosphorsiiurelésung vom gleichen P-Gehalt.') Im 
Gegensatz hierzu hatte Lohmann festgestellt, daB die Orthophosphorsiiure 
nur auf der alkalischen Seite von py 6,81 saurer ist als die Pyrophosphor- 
siiure, wiihrend umgekehrt auf der sauren Seite die H-Ionenkonzentration 
der Pyrophosphorsiure héher war.”) 

Auf freundliche Veranlassung von Herrn Lohmann babe ich die 
Elektrotitrationskurven der beiden Siuren erneut aufyenommen. Die Pyro- 
phosphorsiure wurde aus analysenreinem Na-Pyrophosphat iiber das Blei- 
salz hergestellt und aus ihr die zur Titration verwandte o-Phosphorsiiure 
durch 3 stiindige Hydrolyse im zugeschmolzenen Jenaer Rohr bei 100° er- 
halten. 

In einer Reihe von Titrationen, die an Pyrophosphorsiiurelésungen 
verschiedener Darstellungen vorgenommen wurden, konnte das Ergebnis 
Lohmanns vollkommen bestitigt werden. Ich sehe daher von einer 


Wiedergabe der erhaltenen Titrationskurven ab. Der in der oben er- | 


wiihnten Arbeit wiedergegebenen ‘Titrationskurve der Pyrophosphorsiiure 
liegt offenbar ein Versuchsfehler zugrunde. 





1) Diese Z. 184, 1 und zwar 45 (1929). 
*) Biochem. Z. 202, 492 (1928). 
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Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 
12. Mitteilung. 


Uber die tryptische Verdauung des Blutfarbstoffes. 
Von 
Felix Haurowitz. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem mediz.-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Februar 1930.) 


Durch Einwirkung von Pepsin-HCl auf den Blutfarbstoff 
erhilt man die Farbkomponente als reines unverindertes «-Oxy- 
himin [Zeynek})], wihrend die EiweiBkomponente Globin in 
Albumosen und Peptone aufgespalten wird [Kossel?)}. Die Kin- 
wirkung des aktivierten Pankreasextraktes bei schwach alkalischer 
Reaktion verlauft anders*); die Hauptmenge des Globins wird in 
kleiue dialysable Bruchstiicke aufgespalten; ein kleiner Kiweib- 
anteil haftet jedoch an der Farbkomponente und wird beim An- 
siuern mit dieser ausgefallt. Fiir diese durch Trypsinwirkung 
erhaltene Verbindung der prosthetischen Gruppe mit einem pro- 
teinartigen Rest wird im folgenden die Bezeichnung Hiimin- 
proteose verwendet. :' 

Zur tryptischen Verdauung des Blutfarbstoffes wurden 
kiufliche Priparate von Trypsin oder aktivierter Glycerinextrakt 
aus Pankreas verwendet. Solche Enzympraparate enthalten ein 
Gemisch von Enzymen, darunter Trypsinkinase, Trypsin und 
Polypeptidase. Die Verdauung war bei Anwendung von 10 T.-E. 
(Trypsineinheiten) auf | g Blutfarbstoff nach 10—14 Tagen beendet. 
Nach diesem Zeitpunkt e:folgte keine Zunahme des Amino-N, 
der etwa 60°/, des Gesamt-N erreichte. Die zu diesem Zeitpunkt 
ausgefallte Hiaminproteose war identisch mit einem nach 3 Monate 
dauernder Enzymwirkung ausgefallten Praparat. 


') Diese Z. 30, 126 (1900). 2) Ebenda 162, 47 (1927). 
*) Haurowitz u. Waelsch, ebenda 182, 82 (1929). 
Hoppe-Seyler’s Zeitechrift f. physiol. Chemle. CLXXXVIII. 11 
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Die farbgebenden Gruppen des Hiamins sind in | 
Himinproteose noch erhalten; dies geht aus dem typischey 
Himinspektrum hervor und seinem Ubergang in ein entsprechendes 
Hamochromogenspektrum bei Reduktion mit Hydrazinhydrat ),a¢), 
Zeynek’). Die so gewonnenen Hiimin-Spektren weichen von joney 
des Protohimins in der Lage der Absorptionsmaxima und -minima 
nur wenig ab, und gleichen ihnen in der Intensitit der A bsorp- 
tion, wenn man gleiche Fe-Konzentrationen zur Untersuchung 
Durch Enteisenung erhilt man die ent. 
sprechende Porphyrin-proteose, deren Spektrum jenem des Proto. 
Die Maxima aller erwihnten Spektren sind 


wihlt (siehe Figur). 


porphyrins ahnelt. 
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Absorptionsspektra des Protohimins (ausgezogene Linien) und der HAminproteose 
(gestrichelte Linien); durch Zusatz von Hydrazinhydrat und NaCN zu den alkalischen Lésungen 
gehen die Spektren la und Ib in die Himochromogenspektren Ila und Ib tiber (vg). hicrzu 


Welerlange i Vaal 


Exper. Teil Abschn. II. 1.), 


) Diese Z, 25, 492 (1898). 
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“» Vergleich zu jenen der Protohiminderivate um einen geringen 
Betrag, etwa 1—3 pu violettwairts verschoben. 

Das Eisen diirfte auf Grund dieser Spektralbefunde in der 
Haminproteose ahnlich gebunden sein wie im Hamin. Seine Bindung 
‘st jedoch ungewohnlich fest. Es wird weder durch Eisessig und 
Hydrazinhydrat [(Schumm!?)] noch auch durch HBr-Hisessig bei 
9° oder 40° [Fischer und Lindner?)] herausgenommen oder 
durch Ameisensaure und Eisenpulver [Hamsik®*)], wohl aber durch 
Behandlung mit HBr-Eisessig bei 100° im Rohr. 

Die ungesittigten Seitenketten des Protohimins sind in der 
Himinproteose erhalten geblieben, denn bei Chromsiureoxy- 
dution nach Kiister werden die beiden busischen Pyrrolringe des 
Porphinskelettes zerstért, ein Verhalten, das fiir die ungesittigten 
Vinylpyrrole des Protohamins typisch ist; man findet also keine 
hasischen Maleinimide. — Durch Resorcinschmelze nach Schumm 
kann man die beiden Vinyle absprengen; die Absorptionsmaxima 
des neuen Kérpers sind um 10—12 wu violettwirts verschoben, 
ein typisches Kennzeichen fiir die Absprengung der Vinyle, fiir 
den Ubergang des Proto- in das Deuterohiiminderivat. — Die 
Himinuproteose gibt auch die iibrigen fiir die ungesittigten Seiten- 
ketten typischen Spektralreaktionen: 1. die Bromspektralprobe 
nach Mertens‘) und 2. die Verschiebung der Maxima violettwarts 
beim Kochen mit methylalkoholischer Schwefelsiiure, durch Kin- 
lagerung von CH,OH in die Seitenketten. 

Protohimin nimmt beim Kochen mit methylalkoholischer 
Schwefelsiure nach Fischer und Lindner?) 4CH,OH auf und 
get in das Fe-Salz des Tetramethylhimatoporphyrins iber; 
2CH,OH werden an die Vinylgruppen addiert, 2 CH,OH verestern 
die beiden Carboxyle des Protohiamins. Die Haiminproteose nimmt 
unter den gleichen Bedingungen nur 2CH,OH auf, wie die O- 
Methylbestimmung ergibt; N-Methyl wird nicht gebildet. Beide 
Molekiile CH,OH werden an die Vinyle addiert. Dafiir spricht: 
|. die bereits erwahnte typische Spektralverschiebung violettwirts 
und 2. das Ergebnis der nach Methylierung durchgefiihrten Chrom- 
siiureoxydation; sie liefert nunmehr das von Fischer und Lindner 
beschriebene methoxylierte Maleinimid der Formel 


') Diese Z. 181, 172 (1929). 2) Ebenda 168, 156 (1927). 
*) Ebenda 183, 109 (1929). *) Ebenda 167, 183 (1927). 
11* 
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es gab mit dem methoxyliertem Maleinimid aus Tetramethy). 
himatoporphyrin keine Schmelzpuuktsdepression. Durch diegey 


Nachweis der Einlagerung von Methylalkohol ist sichergeste||t / 


daB in der Himinproteose mindestens eine ungesittigte Seitenkette 
des Protohiimins erhalten ist. Die Analogie der Spektryl. 
erscheinungen bei Methylierung von Protohimin und Himip. 
proteose macht es wahrscheinlich, daB in der letzteren beide 
Vinyle erhalten sind. 

Im Gegensatz zum Protohimin nimmt die Himinproteose 





wie bereits erwihnt nur 2 Molekiile Methylalkohol auf, u. aw. | 
durch Addition an die Vinyle; man muB daher schlieBen, dab dig _ 


Carboxyle des Protohimins in der Himinproteose ver. 
indert sind. Und doch sind sie vorhanden; denn bei Chrom- 
siiureoxydation der Hiaminproteose oder ihres Methylierungs- 
produktes erhilt man reine Himatinsiure. Anscheinend sind die 
COOH-Gruppen der Propionylseitenketten nicht frei; eine dieser 
Gruppen dirfte an die Proteinkomponente gebunden sein und 
die Briicke zwischen prosthetischer Gruppe und Eiweif 
bilden; das zweite Carboxyl ist vermutlich komplex an Eisen ge- 
bunden; dadurch wiirde die feste Bindung des Kisens (s. 0.) erk|irt. 

Im nativen Himoglobin vermittelt das Eisen die Bindung der 
beiden Komponenten?); diese sehr labile Bindung wird wiihrend 
der Verdauung anscheinend gelést und die eben erwihnte neue 
Bindung durch die Carboxyle gebildet. Riickschliisse auf die 
Bindung im nativen Hamoglobin sind infoige dieser Umlagerung 
nicht moéglich. —- Die Bedeutungslosigkeit des Eisens fiir die Bin- 
dung der beiden Komponenten der Himinproteose liBt sich durch 
Enteisenung leicht zeigen. In dem dabei entstehenden eixenfreien 
K6rper (Porphyrinproteose) ist die Bindung der Komponenten nichit 
weniger fest als in der Haminproteose. Man kann dem enteisenten 
Kérper das Porphyrin weder durch Hisessig-Ather entziehen, noch 
auch durch siedenden Alkobol, durch verdiinnte Siuren oder Laugen 
oder durch Chloroform. — Auch die ungesittigten Seitenketten sind 
fiir die Bindung des Proteinrestes bedeutungslos; denn nach ihrer Ab- 
siittigung durch Methylalkohol tritt keine Lockerung der Bindung ein. 

Die Briicke zwischen Farbkomponente und EiweiB ist i 
der Himinproteose sehr stabil. Auch jene Agentien, die natives 
Hiimoglobin in seine Komponenten zerlegen, vermégen sie nicht 
zu sprengen; man erhalt daher weder nach Teichmann mit 





') Haurowitz u. Waelsch, Diese Z. 182, 82 (1929). 
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Kisessig-NaCl, noch auch nach Moérner mit Schwefelsiure—Al- 
kool Himinkrystalle. — 

Durch siedende konzentrierte Mineralsiiuren kann 
man den KiweiBanteil absprengen, wobei er in Aminosiuren 
ibergeht; die Hiiminkemponente wird gleichzeitig enteisent. Im 
Hydrolysat bleibt der nun eiweibfreie Farbstoff ungelést als Boden- 
satz; seine Klementaranalyse gibt annihernd die fir Hamatopor- 
phyrin berechneten Werte, d, i. Protoporphyrin + 2H,O; der aus- 
getiillte Farbstoff ist mit Himatoporphyrin jedoch nicht identisch ; 
denn er ist in Sauren, Laugen und organischen Solventien unléslich. 
Anscheinend ist durch das tagelange Sieden mit konz. Mineral- 
siiuren eine Umlagerung eingetreten; ahnliche Erfahrungen wurden’) 
bei gleicher Behandlung von Hamin oder Mesohimin gewonnen. 
Am Farbstoff baften kleine Mengen von Schwefel sehr zihe. 

Die prosthetische Gruppe der Himinproteose enthialt 
auf Grund der bisher mitgeteilten Befunde das Porphinskelett, das 
Kisen, die Vinylreste und die Propionsiurereste des Protohimins. 
Sie ist danach als identisch mit Protohaimin, der prosthetischen 
Gruppe des Himoglobins anzusehen. Diese Feststellung ist von 
einer gewissen Bedeutung. Denn Frinkel und Prinz’) haben 
kiirzlich mitgeteilt, daB die prosthetische Gruppe des Himoglobins 
durch Trypsin folgende Veranderungen erleidet: 1. Umwandlung 
der 8 Seitenketten (4 Methyle, 2 Vinyle, 2 Propionyle) in 7 OH- 
und 1 COOH-Gruppe, 2. Enteisenung und 3. Absprengung zweier 
Methine aus dem Porphinskelett. Keiner dieser Befunde ist mit 
den eben beschriebenen Versuchen vereinbar. 


II. 

Nahezu das gesamte Eisen und die gesamten Himinmolekiile 
des Blutfarbstoffes sind in der Himinproteose zu finden. Das 
nach Fiallung der Himinproteose gewonnene Filtrat enthilt keine 
Spur von Himinen oder Porphyrinen und nur etwa !/,, des Ge- 
samt-Kisens. Aus dem Eisengehalt der Himinproteose (4—5°/,) 
kann man berechnen, daB ihr Gehalt an Protohimin und an Ki- 
weiB je etwa 50°/, betriigt. Je wirksamer das Enzympraparat, um 
so kleiner ist der Kiweigrest, um so héher der Gehalt an Fe; wit 
den besten kiuflichen Trypsinpriparaten wurde eine Hiéimin- 
proteose mit 5,35°/, Fe erhalten. Mit weniger wirksamen Tryp- 
sinpriparaten wurden — auch bei wiederholter prolongierter Ver- 


) Kiister, Diese Z. 66, 175 (1910). 
*) Biochem. Z. 188, 90 (1927). 
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dauung -— eiweiBreiche Produkte mit nur 3—4°/, Fe gewonnen. 
unter ,H&iminproteose* ist also nicht ein einheitliche, 
K6rper zu verstehen, sondern eine Verbindung wechselidey 
Eiweilgehaltes. 

Kir die Konstitution des KiweiBanteils kommen 2 \ig. 
lichkeiten in Betracht: 1. eine kurze Peptidkette, die ein einzises 
Himinmolekil bindet und 2. ein gréBeres Proteinmolekiil, an dey 
mehrere Hiiminreste hatten. Die Eutscheidung labt sich dure) 
Bestimmung des Molekulargewichtes treften. Mit Hilfe des 
Osmometers wurde dieses zu mindestens 23000 bestimmt. — | jas 
Molekiil der Himinproteose besteht danach aus einem gro 
eiweibartigen Molekiil vom Molekulargewicht > 12000 und min. 
destens 16—17 Protohiminmolekiilen, die an das EiweiB chemisch 
gebunden sind. Der eiweibartige Anteil ihnelt in seiner Amino- 
N-Verteilung dem Globin; er enthalt (bei einem Priparat aus 
Pferdeblut) 35°/, Diamino-N und 14°/, Histidin-N, d. s. fiir das 
Globin (vom Pferd) typische Zahlen. Der EiweiBanteil ist jedoch 
mit Globin nicht identisch. Die Elementaranalyse ergibt einen 
hoheren Gehalt an Sauerstoff und an Schwefel. 

Der héhere O-Gehalt kénute auf Anreicherung von Amino- 
dicarbonsiiuren zuriickgehen; man kénnte auch an partielle Oxy- 
dation des Proteins durch die katalytische Wirkung des Hijuin- 
eisens denken. Tatsiichlich findet man in der Hiiminproteose stets 
einen UberschuB an sauren Gruppen; auf 1 Fe-Atom kommen 
etwa */,—1'/, NH,-Gruppen, aber 11/,—4 saure Gruppen. 

Der Uberschu8 an sauren Gruppen Jibt sich nicht auf Prolin 
zuriickfiihren, denn das Hydrolysat enthilt nur kleine Mengen dieser Atmino- 
siiure. Dies ist bemerkenswert, weil Waelsch?’) kiirzlich in diesem Institut 
durch Laugenhydrolyse von Hiimoglobin einen Kérper erhalten bat, der aus 
Hiimin und einem prolinreichen EiweiBrest bestand. Von diesem einfach 
gebauten Koérper unterscheidet sich die Hiiminproteose durch ihren Reichtuin 
an verschiedenen Aminosiuren. — Vielleicht gehéren zu den freien sauren 
Gruppen die zweite und dritte saure Gruppe?) des Himins. 

Die Haminproteose enthilt einen unverhiltnismaBig grolen 
Teil des Globin-Schwefels. Er ist an die Farbkomponeute sehr 
fest gebunden und wird bei Hydrolyse mit konzentrierter HU! 
nur zum Teil abgesprengt. Ein Teil haftet am enteisenten Far): 
stoff, anscheinend in dessen Vinylgruppen eingelagert. Der grobere 
Teil des S laBt sich aus dem Hydrolysat durch BaCl, direkt 
fillen, ist also in Sulfat umgewandelt worden. Cystin lit 


sich im Hydrolysat nicht finden; es scheint, daB der Cystinschweie! , 


‘) Diese Z. 168, 188 (1927). *) Haurowitz, ebenda 169, 91 (192%). 
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durch die katalytische Wirkung des Hiimineisens vom Luftsauerstoff 
oxydiert wird und in Sulfat diverge, 

Die Himinproteose ist gegen weitere Verdauung durch 
Pepsin oder Trypsin resistent. Zum Teil mag dies auf die 
geringe Zahl freier NH,-Gruppen zuriickzufihren sein. Solche 
Gruppen sind fir die Wirkung von Pepsin und von FErepsin 
erforderlich (Waldschmidt-Leitz, Klein und Schaffner’); 
Kuler und Josephson?); Hugouneng und Loiseleur’). Die 
Resistenz gegen Trypsin wird dadurch nicht erklirt; vielleicht ist 
sie auf oxydative Verinderungen der Proteinkomponente oder auf 
Racemisierung durch Alkaliwirkung zuriickzufiihren. 

Reines Globin wird durch Pankreasextrakt vollkommen 
verdaut. Unter den Verdauungsprodukten findet sich kein durch 
Kssigsiiure fillbarer Kérper. Dies legt den Gedanken nahe, daB 

Resistenz der Himinproteose gegen ‘Trypsin auf die Bindung 
der Himinreste zuriickzufiihren ist, etwa auf sterische Hinderung 
der Anlagerung von Trypsin inne diese Reste. 

IV. 

In der iilteren Literatur findet man die Angabe, dab Lisungen 
von reduziertem Himoglobin oder CO-Hamoglobin gegen Trypsin 
resistent seien. ‘T'atsiichlich beobachtet man oft pach monate- 
langer Kinwirkung von Trypsinpriiparaten keine Zeichen der Ver- 
dauung und findet sogar Krystalle unverinderten Himoglobins. 

Der Widerspruch zwischen diesen und den oben mitgeteilten 
Beobachtungen diirfte auf die Wirkung anaerober Faulniserreger 
in den reduzierten Ansitzen zuriickzufiihren sein. Denn ‘Trypsin 
erweist sich nur dann unwirksam, wenn im Brutschrank Auto- 
reduktion eingetreten war, ein Zeichen fiir die Anwesenheit solcher 
Krreger. Diese Ansicht wurde bereits von Hoppe-Seyler*) 
geiiuBert, der sich mit dieser Frage eingehend beschiftigt hat. 
Ks golinat nicht ohne weiteres, die Entwicklung der Erreger zu 
hemmen, ohne daB die Enzyme geschidigt wiirden. Die besten 
Krfolge ‘wooden durch Temperaturen von 30° (anstatt Kérper- 
temperatur), durch peinliche Entfernung der Stromata und durch 
reichlichen Zusatz von Toluol erzielt. Unter solchen Bedingungen 
erfulgte die Verdauung von reduziertem Hb ebenso glatt wie 
lene von O,Hb oder CO—Hb. 


Durch Grassmann, Dyckerhoff und Schénebeck’) wurde kiirzlich 
gezeigt, daB Cystein die Proteolyse hemmt, wihrend Cystin sie fordert. 

') Ber. chem. Ges. 61, 2092 (1928). *) Diese Z, 157, 122 (1926). 

*) C.r. Acad Sei. 181, 149 (1925). *) Diese Z. 1, 121 (1877). 

») Ebenda 186, 183 (1930). 
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Die hemmende Wirkung der Anaerobier kinnte auf die Bildung von Stoff 
vom Typus des Cysteins zuriickzufiihren sein. 


¥ 

Frankel und Prinz’) haben kiirzlich die Kinwirkung yoy 
Trypsin auf Blutfarbstoff untersucht und dabei Resultate erhalten. 
die von den soeben beschriebenen Ergebnissen wesentlich abweichen, 
Sie finden vor allem eine starke Abspaltung von Fe. Diese 
ist auf Grund eigener Versuche nicht auf die Wirkung des Tryp<ins 
zuriickzufiihren, sondern auf den von Frankel und Prin; 
empfohlenen Zusatz von Chloroform zum Verdauungsgemisch, 
Chloroform wird — wie im experimentellen Teil gezeigt wird 
bei Kérpertemperatur in sodaalkalischer Lésung bei Gegenwart 
von Aminogruppen zersetzt und bewirkt 1. Abspaltung des EKisens 
und 2. Hemmung der Trypsinwirkung. Man erhalt daher eine 
Fe-arme proteinreiche Himinproteose. Diesen K6rper haben 
Frinkel, Prinz!) und Monasterio?) untersucht. Den Unter- 
suchern ist es jedoch entgangen, daB der Koérper zum groben 
Teil aus einem Proteinrest besteht; sie haben das Eisen 
als Verunreinigung betrachtet und ihre Verbindung Trypto- 
porphyrin genannt; der gesamte Stickstoff wurde als Pyrrol.N 
aufgefaBt, der hohe O-Gehalt durch Umwandlung der Seitenketten 
des Protoporphyrins in 7 OH und 1 COOH erklart. 

Zur sicheren Klirung dieser Frage waren vergleichende Unter- 
suchungen an den Originalpriparaten von Frankel und Prinz 
erwiinscht. Herr Professor Friinkel hatte die Giite, einer dahin- 
gehenden Bitte zu willfahren und sandte ein Praiparat seines rolen 
ungereinigten (vgl. exp. Teil, Abschn. V) Tryptoporphyrins. Durch 
Hydrolyse dieses Priparates mit HCl konunte ein grober Teil seines 
Stickstoffes in Amino-N umgewandelt werden. Mit diesem 
Befund ist die Auffassung von Frinkel, Prinz und Monasterio 
nicht vereinbar. 


Experimenteller Teil. — 
I. Aerobe Verdauung von Blutfarbstoff. 


1. Ausgangsmaterial. Blutkérperchen vom Pferd oder 
Rind wurden nach Heidelberger’) himolysiert vom Stroma be- 
freit — bei Verwendung von Pferdehimoglobin durch Umkrystalli- 
sieren gereinigt — und der Verdauung unterworfen. 


1) Biochem. Z. 188, 90 (1927). 2) Ebenda 212, 71 (1929). 
*) J. of biol. Chem. 53, 34 (1922). 
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9. Aerobe Verdauung. Je 100 ccm einer 5(—15)°/, igen 
Lisung des Blutfarbstoffes wurden mit20ccm 10°/, iger Sodaund einer 
50(— 150) T.-K. entsprechenden Menge Pankreaspriiparat versetzt, 
di. 10 T.-E. auf 1 g Hb; dann wurde mit Wasser auf 200 ccm 
yerdinnt. p, dieses Ansatzes war etwa 8,9; nach Zusatz von 
4cem Toluol wurde durchgemischt und in verschlossener Glas- 
flasche im Thermostat bei 30° gehalten. 

Als Pankreaspriparate wurden kiufliches Trypsin (Witte, Kahl- 
baum) oder Glycerinextrakt aus Schweinepankreas verwendet. Der letztere 
wurde nach der Vorschrift von Waldschmidt-Leitz und Harteneck’) 
bereitet und aktiviert. Alle Priiparate waren nahezu frei von Eisen. Die 
Glycerinextrakte waren wesentlich reiner als die kiiuflichen Priiparate; denn 
1cem Glycerinextrakt (= 8 T.-E.) enthielt 0,15 mg N, wihrend 1 ccm 10°/,- 
iger Trypsinlosung Witte (= 10T.-E.) 11,0 mg N enthielt. 

Das Fortschreiten der Verdauung wurde an der Zunahme 
des nach van Slyke bestimmten Amino-N gemessen. Nach 10 bis 
14 Tagen trat keine weitere Zunahme der Aminogruppen ein; sie 
erreichten etwa 60—65°/, des Gesamt-N. 

Beispiel. 1cem des Verdauungsansatzes = 0,43 cem N, (van Slyke); 
nach 14 Tagen ist 1 cem = 13,.2cem N,; 0,2 cem (Kjeldahl) = 1,70 eem 
n/10-Schwefelsiure; Amino-N nach 14 Tagen = 626°), des Gesamt-N. 

3. Aufarbeitung des Verdauungsgemisches, Nach be- 
endeter Verdauung wird die sodaalkalische dunkelbraune Fliissig- 
keit filtriert. Es bleibt ein geringer uuléslicher Riickstand von 
denaturiertem Protein am Filter, 0,3°/, des Ausgangsmaterials. 
Das Filtrat wird allmihlich bis zur schwach sauren Reaktion mit 
Kssigsiiure versetzt. Nach Aufhéren der CO,-Entwicklung wird 
die entstandene Fillung abzentrifugiert. Die tiberstehende schwach 
gelblich gefarbte Fliissigkeit wird abgezogen, die Fallung auf der 
Zentrifuge 5mal mit je etwa 60 ccm Wasser gewaschen, die Wasch- 
wisser mit der abpipettierten Fliissigkeit vereinigt. 

4, Zur quantitativen Bestimmung der Verdauungsprodukte 
wurde die gewaschene Fallung (= Himinproteose) in ein gewogenes 
Glasschiilchen gespiilt, im Vakuumexsikkator tiber CaCl, bei Zimmer- 
temperatur eingedunstet und gewogen; ihr Hisen wurde gravi- 
metrisch bestimmt (s. I. Mitteilung)?). — Die iibersteheude mit 
Waschwissern vereinigte Flissigkeit wurde auf 600 ccin aufget iillt; 
in je 10cem wurde N nach Kjeldahl bestimmt; je 60 com wurden 
mit Soda eingedampft und verascht; der in HCl geliste Riickstand 
wurde nach Willstitter*) kolorimetrisch auf Eisen untersucht. 


) Diese Z, 147, 286 (1925). ®) Ebenda 136, 147 (1925). 
*) Ber. chem. Ges. 53, 1152 (1920). 
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Bei vollstindiger Verdauung war die Ausbeute an Himinproteos: 
etwa 6—10 °/, des eingesetzten Himoglobins. Im Filtrat fanden sic}, 

» ‘ . 0 € T a ‘ . 
mehr als 90°/, des gesamten N, aber nur etwa 3/,, des gesamtey 
Kisens. 

Beispiel. 100 ccm 6°/, Hb (Pferd) ergeben 0,417 g Himinproteose: 
0,102g¢ Haminproteose = 5,85 mg Fe,O, = 4,9°/, Fe. — 10 cem Filtrat = 9,5 cen 
n/10 KOH (Kjeldahl, d. i. in 600 ccm Gesamtfiltrat 0,82 g N; 60 com 
Filtrat = 0,12 mg Fe, d. i. insgesamt 1,2 ing Fe oder 5,7°/, des Himog|obip. 
eisens. 


Im Kontrollversuch wurde der gleiche Ansatz 3 Monate bei 30° ge. 


halten. Ausbeute: 0,402 g Hiiminproteose; Filtrat = 0,84 g N und 1,2 meg Fe. 


II. Untersuchung der Farbkomponente der Haminproteose. 


1. Kigenschaften der Himinproteose. Dunkelbraunes, 
amorphes Pulver, in Wasser, verdiinnten wiiBrigen Siuren, Alkohol, 
Ather, Chloroform unlislich. Léslich in verdiinntem wiBrigem A|k«lj 
oder in Soda. Durch Lésen in Soda und Fallen mit Essigsiiure 
liBt sich das Priparat reinigeo. Durch Trocknen bei héherer 
Temperatur oder durch Einwirkung heiBer Saiuren geht die Lislich- 
keit allmihlich verloren, anscheinend durch Denaturierung der 
EiweiBkomponente. Bei der Behandlung mit Kisessig-NaCl vach 
Teichmann oder mit H,SO, + Alkohol nach Mérner werden 
keine Himinkrystalle erhalten. 

EKlementaranalyse. Ein aus Pferdeblut gewonnenes Pri- 
parat enthielt 55,2°/, C, 6,4°/, H, 11,19/, N, 5,27°/, Fe, 1,41°/, 8, 
und (ber.) 22°/,. O. — Himinproteose vom Rind war abnlich zu- 
sammengesetzt, jedoch farmer an S. Beide Priiparate waren mit 
Ather und Alkohol entfettet und bei 110° getrocknet worden. 

Belege. a) Priparat vom Pferd: 4,182 (4,128) mg Substanz = 8,408 
(8,420) mg CO, und 2,416 (2,407) mg H,O; 43,0 (40,8) mg Substanz = nach 
Kjeldahl 3,45 (8,28) eem n/10-KOH; 99,2 mg Substanz = 10,2 mg Bas0, 
91,6 ng Substanz = 6,9 mg Fe,Q,. 

b) Priiparat vom Rind: 3,689 (3,804) mg Substanz = 7,061 (7,426) mg U0, 
und 2,114 (2,252) mg H,O; 27,4 (31,9) mg = 2,48 (2,93) cem n/10-KOH nach 
Kjeldahl; 0,1857 g = 13,1 mg Fe,O,; 94,7 mg = 4,205 mg BasSO,, — 
Gef. 52,7°/, C, 6,5°/, H, 12,8°/, N, 0,61°/, S, 4,95°/, Fe. 

Spektrum. 21,5mg Himinproteose mit 4,1°/, Fe wurden in 
100 com 1°/, NaOH gelést; Figur 1 zeigt das Spektrum dieser 
Lésung und einer Lésung von «-Cl-Himin im gleichen Losungs- 
mittel. Der Fe-Gehalt beider Lisungen ist gleich. — Je 20 ccm 
beider Lésungen wurden mit 1 ccm Hydrazinhydrat und 1 ccm 
2°/,iger NaCN-Lésung versetzt; die Haminlésung wurde sofort 
hellrosa, die Lésung der Hiiminproteose sehr langsam hellrot. 
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Die Figur zeigt die beiden typischen Hiimochromogenspektren 10’ 
nach Zusatz des Reduktionsmittels. 

», Enteisenung. Zur Enteisenung wurden 0,6 g Himin- 
protease (5,3°/, Fe) mit 12 ccm HBr-Kisessig im zugeschmolzenen 
Rolr 24 Stunden am Wasserbade erhitzt, in Wasser gegossen und 
mit Na-Acetat abgestump/t. Das farblose Filtrat enthielt 25,2 mg Fe 
9.2 cem von 80 ccm Filtrat = 0,17 mg Fe) und 16,8 mg N 
kleiner Teil der Proteinkomponente und der gréBere Teil des 
Kisens abgespalten worden. Die Bindung zwischen Eiweif und 
Farbkomponente war jedoch nicht angegriffen, denn durch Ather 
oder durch verdiinnte HCl konnten dem gefillten Farbstoff keine 
Porphyrine entzogen werden. Durch Wiederholung der Behandlung 
mit HBr-Eisessig bei 100° konnte schlieBlich das gesamte Fe 
abgespalten werden, ohne dab die KiweiBkomponente weiter an- 
eegrifien worden wire. Die nahezu Fe-freie Fallung (= Porphyrin- 
proteose) enthielt keine Atherléslichen freien Porphyrive; ibre 
Lisung in konz. Siuren gab dem Protoporphyrin iihnliche Spektra. 

Die Maxima der Absorption wurden nach Schumm!) und 
Mertens’) in 25°/, HCl, in 98°/, Schwefelsiiure und nach Vor- 
nahbme der Bromspektralprobe bestimmt. Die Messung mit ein- 
fachem Taschenspektroskop gab folgende Zahlen in wu (+ 1 wp). 


1.0 ccm = 0,40 ccm n/10-KOH nach Kjeldahl); es war also ein 

















Substanz in 25°/, HCl Jin 98°/, H,SO, | Bromspektralprobe 
Porphyrinproteose . 600 556 599 553 636 
Protoporphyrin . . 603 557 600 555 638 
Deuteroporphyrin . 591 548 592 548 637 
Mesoporphyrin . . 592 550 594 549 636—632 


Die Maxima der Porphyrinproteose liegen rotwirts von jenen 
des Deuteroporphyrins und von jenen der Porphyrine mit gesittigten 
Seitenketten; sie erreichen fast die fiir das ungesiittigte Proto- 
porphyrin typischen hohen Werte, ein Hinweis darauf, daB die 
ungesiittigten Seitenketten erhalten sein kénnten. 

3. Resorcinschmelze der Himinproteose nach Schumm’) bewirkt 
die fiir Protohimin typische Verschiebung des Spektrums violettwiirts durch 
Absprengung der ungesittizten Seitenketten. Maximum der Himinproteose 
in Pyridin-Hydrazinhydrat bei 556 wu, nach Resorcinschmelze bei 542 uu. 

4. Oxydation. Zur K iisterschen Chromsiureoxy dation wurden 
0.5¢ Himinproteose nach der Vorschrift von Fischer und Lindner‘) 





1) Diese Z. 164, 149 (1927). 2) Ebenda 167, 183 (1927). 
*) Ebenda 178, 1 (1928) u. 181, 163 (1929). *) Ebenda 168, 156 (1927). 
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mit wiBrigem Chromsiure-Schwefelsiure-Gemisch behandelt. [)j. 
basische Atherextraktion lieferte nach Abdunsten des Athers 
Spuren eines dligen Beschlages im Glasschalchen, insgesamt 00.32 mg, 
Er erstarrte auch nach wochenlangem Aufenthalt im Vakuum. 
exsikkator nicht zu Krystallen. Es trat kein Geruch nach Methy). 
aithyl-maleinimid auf. — Nach Barythydrolyse des Saureanteils und 
Atherextraktion wurden 0,0223 g eines krystallinen Riickstandes 
erhalten; er schmolz roh bei 94° und bestand aus den typischey 
langen SpieBen der Himatinsiiure. — Es ist auftallend, daB er 
durch keinerlei saure Oxydationsprodukte der KiweiBkomponente 


verunreinigt war. 

5. Methylierung mit Methylalkohol und Schwefelsiure. 05% 
Himinproteose wurden nach Fischer und Lindner’) mit 30 cem Methyl. 
alkohol und 0,5 cem Schwefelsiiure 48 Stunden am RiickfluB gekocht. Mit 
HCl wurde eine amorphe Fillung erhalten, keine Haminkrystalle. Die 
Fillung wurde mit Wasser gewaschen, getrocknet und nach Pregl! auf 0- 
und N-Methyl untersucht; 19,3 mg (110°) Substanz = 4,02 ecm n/100-AgNO,, 
titriert nach Kirpal und Biihn’) d. i. 3,12°/, O-Methyl; N-Metyl war nicht 
vorhanden. 

Chromsiureoxydation des methylierten Koérpers liefert 
im basischen Atherextrakt ein Ol, das im Vakuum auf 13)° er- 
hitzt sublimierte und zu farblosen Nadeln vom Schmelzpunkt 54° 
erstarrte. Umsublimiert schmelzen die Nadeln bei 60°, mit dem 
nach Fischer und Lindner!) aus Tetramethylhamatoporphyrin 
erhaltenen methylierten Maleinimid gemischt bei 61°; der Schmelz- 
punkt des reinen Priiparates liegt nach Fischer und Lindner 
bei 64°, — Eine Hydrierung der Seitenketten war bei der Ver- 
dauung nicht eingetreten, denn es wurde auch hier keine Spur 
von Methylithy!maleinimid erhalten. — Der saure Atherextrakt 
lieferte wiederum Himatinsiure. 

Beim Kochen mit methylalkobolischer Schwefelsiiure war ein Teil der 
EiweiBkomponente abgespalten worden. Denn das Filtrat des gefillten 
Farbsteffes enthielt 15,7 mg N (nach Kjeldahl), entsprechend etwa 0,1 g Li- 
weiB. Der gefillte methylierte Farbstoff war daher etwas reicher an bison 
(55,2 mg = 4,8 mg Fe,O, = 6,1°/, Fe). 

[In Pyridin + Hydrazinhydrat gelést gibt der methylierte 
Kérper ein scharfes Maximum bei 54* wu (vor Methylierung 556 wu’) 

Die Versehiebung evtspricht sowohl der Lage als auch dem Grade 
nach etwa jener, die das Protohimin bei Einlagerung von 2 Molekulen 
Meihylalkohol in die Vinyle erleidet, namlich 8 uu [vgl. Schumm’) bzw. 
Fischer und Lindner?)]. 


1) Diese Z. 168, 156 (1927). 
*) Vgl. Pregl, Organische Mikroanalyse 8S. 185 (1923). 
*) Diese Z. 168, 1 (1923). 
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Die methylierte Hiiminproteose verhielt sich gegen Eisessig + Hydrazin- 
hydrat und gegen HBr-Eisessig ebenso wie Himinproteose; das Eisen war 
ehenso fest gebunden. Auch die Bindung zwischen Farb- und Eiweib- 
komponente war erhalten; deon durch Eisessig + Ather oder durch verdiinnte 
HC] konnte kein Porpbyrin gewonnen werden. Auch gegen siedendes 
fliissiges Paraffin [nach Schumm!)] erwies sich die Bindung als resistent. 

6. Isolierung der prosthetischen Gruppe. Durch 4 bis 
6 Tage langes Kochen mit konz. HCl, besser mit 20 vol.°/, iger 
Schwefelsiure oder durch Erhitzen mit konz. HCl im Rohr auf 
130° konnte der EiweiBanteil der Himinproteose abgesprengt 
werden. Dabei trat ein dem Hiimatoporphyrin ahnliches Spek- 
trum auf, nimlich IJ. 594m, Il. 550 uu in konz. HCl; Proto- 
porphyrin zeigt in konz, HCl fT. 603 wu, Il. 557 wu; Haimato- 
porphyrin zeigt I. 595 uu, Il. 551 uu (Schumm). Bei Zusatz 
von Wasser zum Hydrolysat blieb die Hauptmenge der Farb- 
komponente ungelést am Boden; sie wurde mit Wasser gewaschen 
und getrocknet. Der unlésliche Farbstoff aus Rinderblut enthielt 
68,99/, C, 6,27°/, H, 9,6°/, N, 0,7°/, S und (ber.) 145°/, O; 
jener aus Pferdeblut war dlinlich zusammengesetzt, enthielt je- 
doch 1,7°/, 8. Himatoporphyrin C,,H,,N,O, enthalt: 68,5°/, ©, 
’ / UJ ( 
6,04°/, H, 9,4°9/, N und 16,1°/, O. 

Belege. 38,56 (2,77) mg Substanz = 1,995 (1,575) mg H,O und 8,968 
(7,012) mg CO,; 12,1 (11,9) mg Substanz = 0,82 (0,83: cem n/10-KOH nach 
Kjeldahl; 94,3 mg Substanz = 4,8 mg BaSO,. — lin Schiffchen bleibt nach 
der Verbrennung keine wiigbare Asche. — 104,2 mg Substanz aus Pferde- 
blut = 13,1 mg BaSQ,. 

Der durch Siiurehydrolyse gewonnene amorphe Farbstoff ist im Gegen- 
satz zu Hiimatoporphyrin in Siuren, Laugen, Pyridin, Alkohol, Ather und 
Chloroform unlésheh, ebenso in schmelzendem Resorein oder siedendem 
fliissigen Paraffin. Ein Produkt mit gleichen Eigenschaften lat sich durch 
tagelanges Kochen von Schalfejew-Himin mit konz. HCl gewinnen. 


III. Untersuchung des EiweiBanteils der Haminproteose. 


1. Die elementare Zusammensetzung der Kiweibkompo- 
nente liBt sich nur indirekt berechnen; denn es gelingt nicht, sie 
unveriindert von der prosthetischen Gruppe abzusprengen. Man 
erhilt ihre Zusammensetzung, indem man von den fiir Himin- 
proteose gewonnenen Werten jene des Protoporpbyrins abzieht. 

Beispiel. Priparat aus Pferdeblut (vgl.oben Ii. 1.): 55,2°/, C, 6,.45°/, H, 
11,15), N, 1,41°/, S und 5,27°/, Fe; dem Fe-Gehalt entspricht ein Gehalt 
an 60,0°/, Proto-oxyhimin; zieht man diesen ab, so erhilt man fiir die 
Eiweifkomponente 39,0°, C, 8,0°/, H, 14,2°/, N, 3,5°/, S und (ber.) 35,0°/, O. 
') Diese Z. 185, 81 (1929). 

*) Ebenda 164, 149 (1927). 
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2. Saure und basische Gruppen. Da Haminproteose jy, 
neutralen Solventien unléslich ist, wurde in einem geringen [}pr. 
schuf n/10-NaOH gelést und in dieser Lésung die Aminogruppen 
nach van Slyke’) bestimmt. — Die sauren Gruppen wurjey 
durch Riicktitrieren des Uberschusses an n/10-NaQH bestimmt: 
der stérende EinfluB der Aminogruppen wurde durch HUQ 
(Sérensen)oderAlkohol[ Willstatter undWaldsch midt-Lejtz2p 
ausgeschaltet. — Die Methylierung mit Dimethylsulfat wurde 
genau nach der Vorschrift von Edlbacher®) durchgefiihrt. Es wurde 
stets ein UberschuB an sauren Gruppen gefunden, z. B. an einem 
Priparat aus Pferdeblut 1 Fe:1,1 NH,:4,7 sauren Gruppen: ay 
einem Priaparat aus Rinderblut 1 Fe:0,4 NH, :1,7 sauren Gruppen, 
Die Verschiedenheit dieser Ergebnisse diirfte auf die Verschieden- 
heiten der Globine zuriickzufiihren sein. 

Belege. Priiparat aus Pferdeblut (5,27°/, Fe): 87,7 mg = 2,35 cem N, 
(nach van Slyke); 95,4 mg = 4,2 cem n/10-KOH bei Alkoholtitration, 
100mg nach Edlbacher methyliert, mit Essigsaéure gefallt, gewaschen, im 
Mikroapparat nach Pregl untersucht; 9,7 methylierte Substanz = 2.64 cem 
n/100-AgNO, fiir O-Methyl, 0,81 cem n/100-AgNO, fiir N-Methyl], titriert 
nach Kirpal und Biihn‘). 

Priparat aus Rinderblut (5,0°/, Fe): 0,117 g = 0,80 cem N,; 0,108 g = 
1,68 ecm n/10-KOH bei Alkoholtitration. 

38. Verhalten gegen proteolytische Enzyme. 0.1 g I[iimin- 
proteose (5,27°/, Fe) wurden in 20 cem 1°/,iger Sodalésung gelést und s Tage 
mit Glycerinextrakt aus Schweinepankreas (10 T-E.) bei 39° behanielt. 
Durch Essigsiure werden nach 8 lagen wiederum 98 mg Hiiminproteose 
niedergeschlagen; 63,3 mg dieser Fallung = 4,5 mg Fe,O, = 5,0°), Fe 

94 mg Himinproteose in 10 eem 0,3°/, HCl suspendiert, mit 0,1 g Pepsin 
Merck 14 Tage bei 30° behandelt. Mit Na-Acetat gefallt, mit Wasser ze- 
waschen, getrocknet = 91 mg unveriinderte Hiiminproteose. 

4.HydrolysedurchSiuren undLaugen. Bei Totalhydrolyse 
eines Priparates aus Pferdehimoglobin mit konz. HCl (nach Ab- 
schnitt Il. 6.) wurde die Eiwei8komponente in Aminosiauren aut- 
gespalten. Im Gemisch der letzteren wurde — nach Abzentui- 
fugieren des unldéslichen Farbstoffanteils — die Verteilung des \ 
nach van Slyke bestimmt. Gefunden: 3,4°/, Ammoniak-N, 62°, 
Monoaminosiure-N, 35°/, Diaminosiure-N, und zwar 14,6°/, Histi- 
din-N, und 8,9°/, Arginin-N. 

Belege. 50cem Hydrolysat; 2 ecm desselben = 4,13 cem n/10-KOH 
nach Kjeldahl; 48 ecem = 8,36eem n/10-KOH fiir Amid-N; 5,0 cem mit 


1) J. of biol. Chem, 22, 281 (1915). 

2) Ber. chem. Ges. 54, 2988 (1921). 

8) Diese Z. 107, 52 (1919) 

*) Vgl. Pregl, Organische Mikroanalyse 185 (1923). 
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jeichem Volumen Phosphorwolframsiiure gefillt, im Filtrat Gesamt-N nach 
k ‘eldahl in 2 ecm bestimmt = 1,28 cem n/10-KOH; die Fillung wurde in 


sccm NaOH gelést und in 0,03ccm nach Koessler und Hanke ') 0,047 mg 


Hlistidin gefunden; Arginin wurde nach Sakaguchi’) im Totalhydrolysat be- 
stimmt; 0,01 eem = 0,0082 mg Arginin. 

Wihrend Siiurehydrolyse die gesamten Aminosiiuren abzuspalten ver- 

mochte, wurde durch Hydrolyse mit Barytlauge oder mit NaOH nur 
ein Teil der Aminosiuren abgespalten, auch wenn die Hydrolyse iiber 
14 Tage ausgedehnt worden war. Bei der alkalischen Hydrolvse wird je- 
doch kein Eisen abgesprengt; die Léslichkeit der Farbkomponente in Al- 
alien bleibt erhalten. Durch Absprengung eines Teiles der Aminosiiuren 
t der Gehalt an Fe bis auf etwa 7°/, (Oxyhimin = 8,8°/, Fe). 
Zur Prolinbestimmung wurde ein Teil des HCl-Hydrolysates durch 
Evyakuieren vom gréBten Teil der HC! befreit, der Rest durch Silberkarbonat 
entfernt und die eingeengten Aminosduren mit absolutem Alkohol extrahiert. 
Der Extrakt wurde eingedampft, der Riickstand wiederum mit Alkohol ex- 
trahiert und dies wiederholt bis der Riickstand in absolutem Alkohol voll- 
kommen léslich war; N-Bestimmung nach Kjeldahl ergab in den vervinigten 
alkoholunléslichen Fraktionen 24,2 mg N, in der Prolinfraktion 0,91 mg N, 
d. i. 36°, Prolin-N als Maximum [vgl. Plimmer’)]. 

Schwefelgehalt des Hydrolysates. In 6 cem eines HCl-Hydro- 
lysates aus Himinproteose vom Pferd konnten mit BaCl, direkt 1,202 mg BaSO, 
niedergeschlagen werden, d. i. 0,165 mg 8S. — Nach Kjeldahl wurde in 
écem des gleichen Hydrolysates 5,1 mg N gefunden. — Die BaCl,-Fillung 
nach Veraschung einer gleichen Menge Hydrolysat ergab 1,431 mg BaSO,. 
Es besteht kein Zweifel, daB der gefundene Schwefel, dem Hiimoglobin 
entstammt, denn die verwendeten Trypsinpriiparate waren sehr arin an §; 
0.1g Trypsin Kahlbaum gab nach Carius 3,4 mg BaSO, = 0,479/, S. 

>. Bestimmung der MolekulargréBe. Die Bestimmung 
der sauren bzw. der Aminogruppen gestattet bloB eine Berechnung 
des Aquivalentgewichtes. Um das Molekulargewicht der Himin- 
proteose zu bestimmen, wurde der osmotische Druck einer Lisung 
iu verdiinnter waBriger Soda herangezogen; Vorversuche hatten 
bereits ergeben, daB semipermeable Membranen fiir sodaalkalische 
Lisungen von Haiminproteose undurchlassig sind. — 

Ks stellte sich im Laufe von 3—4 Tagen ein konstanter 
Druck im Osmometer ein, der auch nach kiinstlicher Anderung 
des Niveaus im Steigrohr schnell wieder erreicht wurde. Der 
abgelesene osmotische Druck darf jedoch nicht als jener der 
Hiiminproteose bezeichnet werden, denn in der sodaalkalischen 
Lisung war diese zweifelios als Na-Salz enthalten. Man liest 
also den osmotischen Druck des Na-Salzes ab. Jener der Himin- 


sfely 


') J. of biol. Chem 39, 497 (1919) und 48, 527 (1920) 
*) J. of Biochem 5, 1 (1925). 
*) Chemische Konstit. d. EiweiBkérper 24 (1914). 
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proteose ist zweifellos geringer [Adair')], ihr Molekulargewjch 
daher gréBer als das aus dem osmotischen Druck errechnet 
Molekulargewicht. 

Beispiel. Eine 0,44°/,ige Losung der Haiminproteose vom Pferd jp 
in n/20-Soda wird in den Osmometer gebracht. Als Osmometer diente eine 
Vorrichtung, die der von Adair’) angegebenen Apparatur im Wesen ent. 
sprach. Die Hiilse war aus einer 4°/,igen Lésung von Koilodium in Athor- 
Alkohol bereitet. Sie faBte 60—80 ccm Innenfliissigkeit. Am Steigroh: 
wurden folgende Steighéhen Wassersiiule abgelesen: 


17. Februar i@ ....6.. 69 mm 20. Februar 16° ........, 45 mm 
17. ‘4 ee 66mm 21. ‘ OP 62 a ess 45 mm 
18. a ae 60mm 22. mn a 44 mm 
20. vs DP ie Aescnatndped: a 3 48mm _ 23. “ Ge Bie # & 44 mm 

auf 5 mm gestellt, 25. " __ a 43 mm 
BO. Femrgar is" .... 62 se 43 mm 


Dem abgelesenen Druck von 44 mm entspricht bei einer Konzentration 
von 0,44°/, ein Molekulargewicht von etwa 23000; das Priparat enthielt 
4,0°/, Fe, bestand also zu 45,5°/, aus Protohimin und zu 54,5°/, aus Eiweib. 
Das Molekulargewicht des lJetzteren ist daher mindestens 12000, die Zab! 
der an einem solchen Molekiil haftenden Protohimninmolekiile mindestens 164. 

Kin Priiparat aus Rinderhiimoglobin gab beim gleichen Versuch in 
0,77°/,iger Lésung einen osmotischen Druck von 102 mm, — MG > 17000, 


IV. Tryptische Verdauung von reduziertem Hb, COHb 
und Globin. 


1. Autoreduktion. Die Autoreduktion trat bei der im 
Abschnitt L 1. beschriebenen tryptischen Spaltung dann ein, wenn 
die Himoglobinlésung noch Stroma enthalt, wenn nicht geniigend 
Toluol zugesetzt wurde, wenn nach der Alkoholmethode wn- 
krystallisiertes Haimoglobin direkt (ohne Toluolzusatz) verwendet 
wurde, wenn die Temperatur von 30° wesentlich iiberschritten 
wurde, schlieBlich in offenen Ansitzen; denn in solchen verdunstete 
das Toluol relativ schnell bei Brutschranktemperatur. Das Ver. 
dunsten des Toluols wurde dadurch vermieden, daB stets in (e- 
fiBen mit eingeschliffenem Glasstopfen gearbeitet wurde. Je 
Stromata wurden nach dem Verfahren der 8. Mitteilung’) voll: 
kommen entfernt. : 


In den autoreduzierten Ansiitzen blieb die Proteolyse sehr bald stehen 
Auch nach monatelangem Aufenthalt im Brutschrank trat keine Vermehrung 
des Amino-N auf. Aus dem autoreduzierten Ansatz konnte unverinder'e 
Haimoglobin gewonnen werden. 








1) Proc. Roy. Soc. 108, 627 (1925) u. 109, 292 (1925). 
*) Haurowitz, Diese Z. 173, 127 (1928). 
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29 Vergleich der Proteolyse von Hb, O,Hb und CO-Hb. In 
kleine P ulvergliischen von etwa 12 ccm Inhalt ‘nein 5 cem 6°/,iger Protein- 
ijsung, 2 ccm Ammoniak—Chlorammonpuffer, 1 cem EusymiGeung und 2 ccm 
Wasser u. zw. nach der Vorschrift von Willstitter, Waldschmidt- atiohg 
Dunaiturria und Kiinstner’). Als Proteinlésung wanke 1. Kasein, 2. Blut- 
farbstoft vom Pferd und 3. ein Gemisch aus gleichen Teilen beider Fuabiion 
verwendet. Es wurden 8 Versuchsreihen aufgestellt: 1. mit Oxyhimoglobin 
an Luft, 2. mit reduziertem Himoglobin in N,-Atmosphire und 3. mit CO- 
Himozlobin in Kohlenoxydatmosphire. Zur Reduktion des Hiimoglobins 
wurde 1 eem des Wassers durch eine 10°/,ige Lésung von Na,S,O, in 
5° iger Sodalésung ersetzt; denn Versuche, das Hiimoglobin im sodaalka- 
jischen Verdauungsansatz durch einfaches Evakuieren zu reduzieren, miB- 
langen. Die Zunahme der COOH-Gruppen wurde durch Titration mit n/5- 
KOH gegen Thymolphthalein in alkoholischer Lésung') bestimmt. Wihrend 
des Aufenthaltes im Thermostaten waren die Pulvergliischen durch ein- 
geschlittene, mit Hahnfett gedichtete Glasstopfen verschlossen. — Liner 
jeden Probe waren 0,1 cem Toluol zugesetzt. 

















Verbrauch an 1 0/5: KOH nach 
Lésung cncinciaianieiitansie —— wnat 
60’ L 24 Stunden | 7 Tagen 
ae 2,50 | 5,0 17,7 
Kasein + O,Hb.. 1,75 | 12,0 22,0 
Ses ken ews 2,50 | 15,7 28,5 
ree 2,75 6,7 11,0 
Kasein + Hb . 1,85 | 13,5 19,0 
ee 3,50 ! 16,7 23,2 
RASC 2 6.6 se oe 2,00 6,0 15,5 
Kasein + CO-Hb . 2,40 13,0 | 24,7 
COMP 6 bv ke ue 2,50 13,5 | 35,5 





Der Versuch zeigt 1. daB alle Arten von Himoglobin hydro- 
lysiert werden 2. daB die Geschwindigkeit der Spaltung von Kasein 
- Himoglobin im allgemeinen zwischen den fiir Kasein und den 
fiir Hiimoglobin erhaltenen Werten liegt, daB also keine gegen- 
seitige Hemmung eintritt, 3. daB kein deutlicher Unterschied 
zwischen O,Hb und COHb besteht. 


Die abweichenden Werte beim reduzierten Hiimoglobin diirfen nicht mit 


jenen des O,Hb oder COHb verglichen werden. Denn durch Oxydation 


des Natriumbydrosulfits entsteben Substanzen, die die Titration wesentlich 
storen. Die Werte sind daher nur untereinander vergleichbar und zeigen 
nur, daB auch in Gegenwart eines Uberschusses von Hydrosulfit Hiimoglobin 
hydrolysiert wird. 

3. T'ryptische Verdauung von Globin. 0,5 g natives Globin, 


dargestellt nach Hill und Holden, wurde in 20 cem 1°/,iger Sodalésung 


') Diese Z. 161, 206 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physio), Chemie. CLXXXVIII. 12 
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gelést, mit 0,5 cem Glycerinextrakt (5 T.-E.) versetzt und 14 Tage bej 93 
stehen gelassen. Nach Ansiuern mit Essigsiure wurde eine geringe Triihyy, 
sichtbar, die abzentrifugiert und gewaschen nur 8 mg wog (110%), Filtra: 
und Waschwasser wurden vereinigt und auf 25 cem eingedampft. Im Filtra: 
waren 66,5 mg N enthalten, davon 31 mg Amino-N (1 cem nach Kjelda}| 
= 1,9 cem n/10-KOH; 2 cem nach van Slyke = 4,45 cem N,). 


V. Tryptische Verdauung von Blutfarbstoff bei Gegenwart von 
Chloroform. 


250 cem einer 6°/,igen Lésung von Pferdehamoglobin wurden nach der 
Vorschrift von Frinke} und Prinz mit 0,5°/, Soda, 2g Trypsin (Kahl baum), 
80 ecem Toluol und 80 cem Chloroform bei 37° gehalten. Nach 8 Wochen 
wurde mit Essigsiure angesiiuert, die Fiallung mit Wasser gewaschen und 
das farblose Filtrat mit den Waschwiissern vereinigt. Die quantitative 
Untersuchung ergab, daB etwa '/, des Eisens in lonenform iiberfiihrt worden 
war. Die Verdauung war unvolikommen geblieben, lieB sich jedoch durch 
lingeren Aufenthalt im Brutschrank nicht weiter fiihren. Die so gewonnene 
Hiiminproteose war daher arm an Eisen (1,1°/) Fe) und reich an Eiweif, 
Durch Hydrolyse mit konz. HCl konnte ein groBer Teil ihres Stickstoffes in 
Amino-N umgewandelt werden. Sie enthielt 50,1°/, C, 6,7°/, H 12,99, N 
und 0,27°/, S. 

Belege. Gewicht der Fillung (110°) = 2,9 g; in 0,161 g Substanz:- 
2,54mg Fe,O, = 1,1°/, Fe: 27,1 mg Substanz = 2,51 ecem n/10-KOH (Kjel- 
dahl) = 12,9°/, Ns; 4,761 (4,238) mg = 8,814 (7,720) mg CO, und 2,814 
(2,576) mg H,O; 0,2361 g Substanz = 4,6 mg BaSQ,. 0,1 g wurde 48 Stunden 
mit konz. HCl gekocht; das Hydrolysat wurde vom unléslichen Farbanteil 
durch Zentrifugieren befreit und im Vakuum eingeengt, dann in einer kleinen 
Menge Wasser gelést; 2 cem dieser Lésung verbrauchten nach Kjel dah! 
2,0 cem n/10-KOH; 4 cem = 5,3 ecm N, nach van Slyke, d i. 54°/, Awino XN. 

Der folgende Versuch zeigt, daB Chloroform bei 30° in Gegenwart 
von Soda und Glykokoll zerstért wird. 0,1 g Glykokoll wurde in 10 cem 
1°/,iger Soda gelést, 1 cem Chloroform zugesetzt und bei 37° stehen gelassen. 
Nach 7 Tagen wird mit Schwefelsiure neutralisiert, Chloroform am Wasserbad 
abgedunstet und die wiBrige Léisung mit AgNO, gefillt. Gewogen 28,1 ng 
AgCl. — Kontrollversuch mit den gleichen Reagenzien jedoch ohne Aufent- 
halt im Brutschrank ergibt 0,51 mg AgCl. 

In einem von Herrn Prof. Frinkel iibersandten Priparat von 
rohem Tryptoporphyrin ergab die Klementaranalyse 52,2°), (, 
7,7°/, H, 0,35°/, 8; das Priiparat enthielt laut Angabe 1,33°/, Fe. 
Im Hydrolysat waren 55°/, des N als Amino-N nachweisbar. Das 
Priparat war in Soda oder NH, unléslich, konnte daher niclit 
nach der von Frankel und Prinz gegebenen Vorschrift gereinigt 
werden. 

Belege. 3,980 (5,554) mg Tryptoporphyrin = 17,580 (10,716) mg CO", 
und 2,760 (3,820) mg H,O; 57,0 mg Substanz = 1,459 mg BaSO,; 0,1 wurde 
mit 20 cem konz. HCl 48 Stunden am RiickfluB gekocht, vom Unléslichen 
abzentrifugiert, die iiberstehende Flissigkeit im Vakuum eingedampft und 
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‘+n 10 cem Wasser gelést; 1 cem dieser Lisung (Kjeldahl) = 0,80 ecm 
n 10-KOH; 2 cem Lésung = 2,2 cem N, nach van Slyke; d.i. 11,2 mg 
Gesamt-N der Aminosiiuren und 6,2 mg Amino N (55°). 


Zusammenfassung. 


1, Oxyhimoglobin, CO-Himoglobin und reduziertes Hiimo- 
globin werden durch Pankreasextrakt (Trypsin) annihernd gleich 
schnell hydrolysiert. Durch Faulniserreger (Autoreduktion) wird 
diese Spaltung gehemmt. 

2. Bei der tryptischen Hydrolyse des Blutfarbstoffes bleibt die 
prosthetische Gruppe unverindert. Die labile Bindung zwischen 
Himineisen und Globin wird anscheinend gelést. Ktwa 95°/, des 
Globins werden zu dialysablen Bruchstiicken aufgespalten, etwa 
5°) treten mit den gesamten Protohiminmolekiilen zu einer neuen 
chemischen Verbindung zusammen. Diese amorphe, Hiiminpro- 
teose genannte Verbindung kann nach beendeter Verdauung aus 
dem Verdauungsgemisch mit Essigsiure gefallt werden. Sie ist 
nicht einheitlich zusammengesetzt, sondern enthalt je nach der 
GréBe des an den Farbstoff gebundenen EiweiBrestes 3,4—5,% °/, 
Fe, d. i. 40—60°/, Hamin. 

3. Das Molekulargewicht der Himinproteose ist > 20000; 
an ihrem Proteinrest haftet eine groBe Zahl von Protohiminresten. 
Gegen Pepsin und Trypsin ist die KiweiBkomponente der Himin- 
proteose resistent. Die Bindung zwischen Eiweib- und Himin- 
komponente ist sehr stabil; sie wird durch langdauerndes Kochen 
mit konzentrierter HCl gespalten. Die COOH-Gruppen der 
Protohiminmolekiile dirften esterartig oder peptidartig an den 
Kiweibrest gebunden sein; das Kisen ist an dieser Bindung un- 
beteiligt. 

4. Die von Frinkel, Prinz und Monasterio entwickelten 
Ansichten iiber die tryptische Verdauung des Himoglobins und 
liber die Existenz eines ,, Tryptoporphyrins“ sind mit den analytischen 
Ergebnissen dieser Arbeit nicht in Kinklang zu bringen. Das 
von den genannten Autoren untersuchte Tryptoporphyrin besteht 
zum groBen ‘l'eil aus einem Eiweifderivat. 
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Die Chinizarinsulfosdure (Rufiansdure) als Fallungsmitte]. 
Von 


Walther Zimmermann. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wirzburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Marz 1930.) 


Die Méglichkeit der Isolierung organischer Basen aus Ge. 
mischen, wie sie die Tier- und Pflanzenwelt darbietet, ist in hohem 
MaBe abhingig von der Auswahl mdglichst verschieden wirkender 
Fallungsmittel. Ein solches bisher nie angewandtes hat sich mir 
in der Chinizarinsulfosiure geboten. Ich konnte feststellen, dag 
die Chinizarinsulfosiure (1,4-Dioxyanthrachinon-2-sulfosiure) mit 
einer groBen Anzahl biologisch wichtiger Kérper Verbindungen 
von wechselnder, meist sehr groBer Schwerléslichkeit bildet, die 
zu deren Isolierung benutzt werden kénnen. Dabei ist es gleich. 
giltig, ob man die Basen als Salze oder als freie Basen ver- 
wendet; die Fallung geht nur bei neutraler oder mineralsaurer 
Reaktion vor sich, und man muf diese Reaktion durch Mineral. 
siure oder durch die freie Chinizarinsulfosiiure herstellen, die 
selbst kongosauer reagiert. Die Salze krystallisieren gut und 
lassen sich leicht umkrystallisieren und analysenrein darstellen. 
Die freie Base kann aus ihnen leicht wieder hergestellt werden, 
da die Chinizarinsulfosiure mit iiberschiissigem Baryt ein absolut 
unlésliches basisches Bariumsalz liefert; die Filtrate davon sind 
vom Farbstoff frei und in dieser Eigenschaft zeichnet sich das 
Fallungsmittel vorteilhaft vor anderen aus, wie z. B. der Flavian- 
siiure!), deren letzte Reste durch Kochen mit Tierkohle entfernt 
werden miissen. 

Aus dem Bediirfnis nach einem priagnanten Vulgirnamen 
schlage ich fiir die Chinizarinsulfosiure den Namen Rutfian- 
siiure vor, um damit zugleich der Farbung der Salze und dir 
Zugehérigkeit des Koérpers zur Anthrachinonreihe gereclit 7 
werden. 


') Kossel u. Gross, Diese Z. 135, 167 (1924). 
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Mit der Rufiansiure konnte ich in Wasser schwer ldsliche 
Salze erhalten beim Histidin, Arginin, Guanidin, Methyl- 
guanidin, Lysin, Kreatinin, Monomethylamin, Carnosin, 
Anserin, Trigonellin, Homobetain, Betain, Tyrosin, 
Phenylalanin, Tryptophan, Histamin, Ammoniak, Tetra- 
methylammoniumhydroxyd, Agmatin, Brucin, Morphin 
und Nicotin; die Zah) der auf diese Weise fillbaren Kérper 
ist wahrscheinlich noch viel gréBer. Die Monoaminosiuren, 
darunter auch Prolin und Oxyprolin, bilden leicht lésliche Salze, 
sje kinnen aber in alkoholischer Lésung gefallt werden, woriiber 
ich in Kiirze berichten werde. Als Beispiel fiir eine alkoholische 
Fillung gebe ich schon heute die Abscheidung des Cholins 
bekannt. 

Kine Chinizarinsulfosiure wurde durch von Georgiewics?) 
beschrieben. Ich habe mich bei der Sulfurierung annibernd an 
das von ihm angegebene Verfahren gehalten, so daB ich annehme, 
daB die Rufiansfure mit der von v. Georgiewics erhaltenen 
Chinizarinsulfosiure identisch ist. Aus seiner Beschreibung kann 
das nicht ohne weiteres ersehen werden. DaB die Rufiansiure 
eine Chinizarinmonosulfosiure ist, konnte ich durch die Analyse 
des Calciumsalzes und der verschiedenen Basensalze festlegen. 
Bei der Oxydation mit Salpetersiure erhielt ich Phthalsiure als 
Hauptprodukt, woraus mit groBer Wabrscheinlichkeit geschlossen 
werden muB, daB die Sulfosiuregruppe mit den Hydroxylgruppen 
im gleichen Ring sitzt. Man mu annehmen, daB dieser Ring, 
der durch die Anwesenheit der Hydroxylgruppen fiir Oxydationen 
besonders zugiinglich ist, zuerst zerstért wird. Die Rutfiansiure 
ist also, wie bereits zu Anfang erwihnt, als 1,4-Dioxyanthrachinon- 
2-sulfosiiure aufzufassen: 


O H 


Aus den Riickstinden bei der Chinizarinsynthese konnte 
Rufiansiiure als Sulfurierungsprodukt bisher nicht erhalten werden. 
Ks darf bemerkt werden, daB diese Reaktion auch in firberei- 
chemischer Beziehung Interesse bietet. Rufiansiiure ist ein 


| Z. f. Farben- und Textilindustrie 4, 185 (1905). 
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saurer Farbstoff, der Wolle in schwach essigsaurem Bade ,; 
rostbraunen Ténen anfirbt. Es wird also hier ein Fall gezeigt 
wo ein Kérper, der als saurer Farbstoff reagiert, mit Produkte) 
der EKiweiShydrolyse, wie Arginin, Histidin, Lysin, Tyrosin j, 
Wasser schwer ldsliche Salze bildet. Daraus kann man dey 
SchluB ziehen, daB diese Gruppen auch im Molekiilverband ay 
Zustandekommen der Firbung wesentlich beteiligt sind. Jas 
sie es nicht ausschlieBlich sind, geht daraus hervor, dab may 
unter geeigneten Bedingungen auch aus den Monoaminosiiurey 
Verbindungen mit der Rufiansiure herstellen kann, und man jg 
durchaus zu der Annahme berechtigt, daB diese Salzbildung auch 
auf der Faser erfolgt. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Rufiansaure. 


Die Darstellung des Chinizarins erfolgte wesentlich nach 
folgender Vorschrift): 

20 g Hydrochinon werden mit 80g Phthalsiureanhydrid in einen 
offenen Kolben unter Zusatz von 40 ecm Wasser und 200 cem konzentrierter 
Schwefelsiure im Paraffinbade 3 Stunden auf 170—180° und eine weiter: 
Stunde auf 190—200° erhitzt. Dann wird die noch heiBe Lésung in 
1600 cem Wasser, das sich in einem Emailletopf befindet, eingegossen, zum 
Sieden erhitzt, abgesaugt und der Riickstand nochmals in gleicher Weise 
behandelt. Das Ungeléste, das noch mehrmals mit destilliertem Wasser 
ausgewaschen wird, wird nun im ‘l'rockenschrank bei 130° getrocknet und 
zweimal mit 500 eem Xylol ausgekocht, wobei beim Erkalten das Chini- 
zarin in goldgliinzenden roten Blaittchen herauskommt. Aus dem xylol- 
unléslichen Riickstand kann durch Sublimation noch eine kleine Menge 
Chinizarin erhalten werden. Ausbeute aus 20 g Hydrochinon durchschnitt- 
lich 20 g Chinizarin, Schmelzp. 194—195° 

Sulfurierung: 5 g aus Xylol umkrystallisiertes, nochmals bei 
130° getrocknetes Chinizarin werden mit 10 ccm rauchender 
Schwefelsiiure von 20°/, Anhydridgehalt 2 Stunden im Parattu- 
bad bei 130—150° in einem offenen Kolben mit engem Hal 
erhitzt. Nach dem Erkalten wird das Reaktionsgemisch in 200 ccm 
destilliertes Wasser eingegossen, das ausgefallene rote Pulver a): 
filtriert, stark abgepreBt, und mit ganz wenig destilliertem Wasset 
gewaschen. Die rote Substanz wird nun feucht in 125 cem siedet: 
dem Wasser gelést, die Liésung durch Kieselgur filtriert und at 
dem Wasserbade stark eingeengt, bis beim Erkalten das gant 


1) Gattermann, Die Praxis des organischen Chemikers, 1925, S. 32! 
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Gemisch zu einem Brei erstarrt, der abgesaugt, nochmals mit 
wenig Wasser gewaschen und auf dem Wasserbad getrocknet 
wird. Die Ausbeute hingt von der Trockenheit des Chinizarins 
ynd der méglichst genauen Innehaltung der Erhitzungsbedingungen 
ab, Durchschnittlich kann man aus 10g reinem Chinizarin 11,7 g 
Sulfosiiure erhalten (etwa 88 °/, der Theorie). 

Rufiansiure krystallisiert aus wiBriger Liésung in kleinen 
Nidelchen und ist in Wasser ziemlich léslich, doch wird ihre 
Léslichkeit durch die Anwesenheit freier Schwefelsiiure und die 
Temperatur stark beeinfluBt. In 100 ccm Wasser lésen sich bei 
18° ungefihr 7,2 g. Die reine Liésung in Wasser gibt mit dem 
ersten Tropfen Doppelt-Normalnatronlauge eine intensiv rotviolette, 
mit Alkaliiiberschu8 blaue, in der Durchsicht violettstichige Halo- 
chromie, wihrend bei Anwesenheit freier Schwefelsiure die Farb- 


reaktion erst nach ihrer Neutralisation auftritt. 

Zur Analyse der Rufiansiure wurde sie in Calciumsalz verwandelt: 
0,5 g Caleiumehlorid werden in 10 ccm Wasser gelést, und mit gesiittigter 
Rufiansiiurelésung quantitativ gefiallt. 1,8 g Calciumsalz, die aus 75 cem 
Wasser umkrystallisiert werden. Die Substanz ist etwas hygroskopisch und 
muB zur Analyse bei 120° im Vakuum getrocknet werden. 


8,710 mg Substanz gaben 1,650 mg Calciumsulfat. 
9,260 mg » 1,831 mg - 
5,800 mg * » 1,133 mg ‘ 
(C,,H,0,8),Ca (678,3) Ber. Ca 5,91 °/, 
Gef. ,, 5,58 5,82 5,75°/, 


Phthalsaure aus Rufiansaure. 


2,0 g Rufiansiiure werden mit 50 cem konzentrierter Salpetersiure auf 
siedendem Wasserbade erwirmt. Dabei entweichen unter stiirmischer 
Reaktion groBe Mengen nitroser Gase und zugleich verschwindet die rote 
Farbe. Der gréBte Teil der Salpetersiiure wird jetzt auf dem Wasserbade 
verjagt und das Reaktionsgemisch nach ungefihr 2'/, Stunden nach dem 
Auftreten einer Oberflichenhaut mit Eis gekiihlt und abfiltriert; auf dem 
Wasserbade getrocknet 0,38 g Phthalsiure. Sie werden aus wenig Wasser 
umkrystallisiert. Schmelzpunkt im zugeschmolzenen Réhrehen 203°, nach 
vorherigem Sintern von 170° ab. Eime kleine Menge wurde durch Subli- 
mation in Phthalsiureanhydrid verwandelt. SchneeweiBe, lange Nadeln 
vom Schmelz- und Mischschmelzp. 128° Beim Zusammenschmelzen mit 
Resorein entsteht Fluorescein, durch Zusammenschmelzen mit Rhodan- 
ammonium wurde Phthalimid vom Schmelz- und Mischschmelzp. 228° er- 
halten. Zur Analyse wurde die Phthalséiure aus Wasser umkrystallisiert 
und an der Luft getrocknet. 


0,1284 g Substanz gaben 0,2720 g CO, und 0,0437 g H,O. 
C,H,O, (166,05) Ber. C 57,83 °%, H 8,64 °/, 
Gef. ,, 57,77 » 3,81 
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Fallungen. 


Kreatinin: 445 mg Kreatininhydrochlorid werden in 10 ce, 
Wasser + 1 ccm 5°/,iger Schwefelsiiure gelést und mit wiiBrigoy 
Rufiansiurelésung gefallt. Nach 3 Tagen wird der Niedersc}j|,o 
abfiltriert und getrocknet. Ausbeute: 0,85 g. Aus siedendem 
Wasser umkrystallisiert, stellt das Kreatininmonorufianat braune. 
glinzende Krystillchen in rhombischen Tifelchen dar, die sjc} 
zu Biischeln zusammenlegen kinnen. Es zersetzt sich bej 24) 
bis 300° unter Aufschiiumen. Zur Analyse wurde dieses eljeyso 
wie alle folgenden Salze bei 130° im Vakuum iiber Calcium. 
chlorid getrocknet. 

6,362 mg Substanz gaben 0,529 cem N (751 mm, 16°). 

4,925 mg " » 0,412 ccm N (751 mm, 16°). 

C,,H,0,8, C,U,N,O (433,21) Ber. N 9,70°/, 
Gef. , 9,71 9,76 °%, 

Zur Riickgewinnung des Kreativins wird das Kreatininrufianat 
in wenig destilliertem Wasser unter Zusatz von etwas Ammoniak 
gelést; die Rufiansiiure wird mit feingepulvertem Baryt gefiillt 
und abfiltriert, das Bariumhydroxyd aus der bereits vollig farb- 
losen Lésung durch Kohlensiure ausgeschieden und die filtrierte 
Lésung auf dem Wasserbade ecingedampft. Der Riickstand wird 
in édestilliertem Wasser aufgenommen, von Bariumcarbonatreste: 
abfiltriert, zur Trockne eingedamp/t. Es verbleiben typische 
Krystalle von Kreatinin, die die Jaffésche und Weilsche Probe 
positiv geben. 

In je 100 ccm kalt gesittigter Kreatininrufianatlésung wurden 
0,0656 bzw. 0,0684 g gelést gefunden. 

Histidin: 0,5 g Histidinchlorhydrat wurden in 10 ccm Wasser 
gelist und mit gesittigter Rufiansiiurelésung vollig ausgefiillt. 
Ausbeute J,27g. Aus Wasser umkrystallisiert bildet das Histidin- 
dirufianat kleine rote Nidelchen, die bei 805° schmelzen und 
aufschiiumen. 

3,946 mg Substanz gaben 0,169 cem N (750 mm, 16°). 

11,496 mg » » 0,495 eem N (752 mm, 16°). 

(C,,H,0,S,), CgH N30, (795,39) Ber. N 5,28 °/, 
Gef. ,, 4,99 5,05 °/, 


Die Zersetzung dieser und der folgenden Verbindungen g°- 
lingt ohne Schwierigkeit wie beim Kreatininrufianat. 

In je 100 ccm kalt gesiittigter Histidinrufianatlésung wurden 
0.2910 bzw. 0,2976 g gelést gefunden. 
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Putrescin: 0,5 g Putrescin wurden in gleicher Weise mit 
vesittigter wiBriger Rufiansiurelésung gefallt. Ausbeute 2,6 g. 
Sie wird mit 250 ccm Wasser umkrystallisiert, wobei immer noch 
ein Teil der Substanz ungelést bleibt. Aus der heib gesiittigten 
Lésung krystallisiert Putrescindirufianat beim Erkalten in prich- 
tizen dichroitischen rotbraunen Krystillchen, die bei 380—335° 
schmelzen und aufschiumen. 


6,804 mg Substanz gaben 0,227 cem N (754 mm, 15”). 
(C,,H,9,S),, C,H,.N, (728,38) Ber. N 3,85 °/, 
Gef. ,, 3,92 

In je 100 ccm kalt gesattigter Putrescinrufianatlésung wurden 
0.0218 bzw. 0,0192 g gelést gefunden. 

Arginin: 0,5 g Argininchlorhydrat lieferten in gleicher Weise 
94g¢ Arginiprufianat, das aus 100 ccm Wasser in _ rotgelben 
Nidelchen krystallisierte, die sich bei 290—3800° zersetzten, ohne 
zu schmelzen. Aus der N-Bestimmung geht die Zusammen- 
setzung des K6érpers nicht ohne weiteres hervor. Anscheinend 
handelt es sich um ein Dirufianat. 

5,691 mg Substanz gaben 0,302 cem N (752 mm, 16°). 

7,381 mg . 5 0,392 cem N (756 mm, 14°) (Verbrennung 
mit Kaliumchlorat), 

(C,,H,0,8)., C.H,,N,O, (814,41) ser. N 6,88 %, 
Gef. ,, 6,20 6,28°/, 

In je 100 ccm kalt gesattigter, wiBriger Rufianatlésung wurden 
0.448 bzw. 0,439 g gelést gefunden. 

Guanidin: 0,5 g Guanidincarbonat gaben in gleicher Weise 
2,3 g Guanidinmonorufianat. Aus 100 ccm siedendem Wasser 
krystallisierte das Rufianat in kleinen, rotbraunen Nidelchen, die 
sich zu Biischeln vereinigen und die bei 350° noch nicht ge- 
schmolzen sind. 


0 


6,742 mg Substanz gaben 0,656 eem N (750 mm, 1 
6,703 mg a » 0,629 ecm N (754 mm, 1 


C,,H,O,S, CH,N, (379,20) Ber. N 11,08 °/, 
Gef. ,, 11,31 10,95°), 


7°). 
7%), 


( 


In je 100 ccm kalt gesittigter wiiBriger Guanidinrufianat- 
lisung wurden 0,0640 bzw. 0,0628 g gelést gefunden. 

Methylguanidin: 0,5 g Methylguanidinchlorhydrat gaben 
1,8 g Methylguanidinmonorufianat. Aus 50 ccm Wasser rotgelbe 
Nidelchen, die bei 297—300° unter Aufschiumen schmelzen. 
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5,788 mg Substanz gaben 0,531 cem N (750 mm, 15°). 
5,497 ng ‘> » 0,503 ecm N (750 mm, 15°). 
C,,H,0,8, C,H,N, (393,22) Ber. N 10,69 °, 
Gef. ,, 10,73 10,71 °/, 


In je 100 ccm kalt gesittigter Methylguanidinmonorufianat. 
lésung wurden 0,1104 bzw. 0,1132 g gelést gefunden. 


Betain: 0,5 g Betainchlorhydrat lieferten in gleicher Weise 
1,42 g Betainrufianat. Aus wenig siedendem Wasser krystallj. 
siert das Betainmonorufianat in gelben Krystalichen, die bei 217° 
sintern und bei 320° unter Zersetzung schmelzen. 


8,041 mg Substanz gaben 0,228 cem N (756 mm, 14°). 

6,412 mg ‘0 » 9,190 cem N (756 mm, 15°). 

C,,H,0,8, C,H,,0,N (487,23) Ber. N 3,21 °%, 
Gef. ,, 3,86 3,499, 


In je 100 ccm kalt gesittigter Betainmonorufianatlésung 
wurden 0,734 bzw. 0,740 g gelést gefunden. 

Lysin: 0,5 g Lysincarbonat lieferten mit gesittigter, wiBriger 
Rufiansiurelésung 2,8 g Lysindirufianat, die aus 50 ccm Wasser 
umkrystallisiert, als rote Nidelchen bei 199° sintern und bei 327° 
schmelzen und aufschiumen. 


8,180 mg Substanz gaben 0,250 ccm N (754 mm, 16°). 

7,405 mg - » 0,240 cem N (754 mm, 16°). 

(C,,H,0,S),*CyH,,N,O, (786,37) Ber. N 3,56, 
Gef. ,, 3,58 3,80°, 

In je 100 ccm kalt gesiittigter Lysindirufianatlésung wurden 
0,166 bzw. 0,163 g gelést gefunden. 

Cadaverin: Das Cadaverindirufianat krystallisiert in roten 
Nidelchen, die sich in Biischeln und Igeln zusammenlagern, 
Schmelzp. 295° unter Zersetzung. 

7,403 mg Substanz gaben 0,232 cem N (754 mm, 16°). 

6,795 mg = » 0,237 eem N (754 mm, 16°). 

(C,,H.0,8),, C,H,.N, (742,40) Ber. N 8,77°/, 
Gef. ,, 3,67 4,08 °, 


In je 100 ccm kalt gesittigter wiBriger Cadaverindirufianat- 
lésung wurden 0,035 bzw. 0,035 g gelést gefunden. 

Spermin: 0,3 g Sperminhydrochlorid gaben 1,41 g Spermin- 
tetrarufianat. Die Substanz ist auch in siedendem Wasser sel! 
schwer léslich. Nach dem Umkrystallisieren aus siedendem Wasse! 
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iJeine rote Nidelchen, die sich unter Aufschiumen bei 275 bis 
979° zersetzen. 


7,097 mg Substanz gaben 0,243 cem N (748 mm, 16°). 
7,363 mg is » 0,247 ecm N (748 mm, 16°). 


(C,4H,0,8),, CyoHagN, (1482,73) Ber. N 3,78 °/, 
Gef. ,, 3,98 3,89°, 

In je 100 ccm kalt gesittigter Sperminrufianatlisung wurden 
0,0036 baw. 0,0040 g gelést gefunden. Unter den bisher be- 
kannten Salzen des Spermins diirfte danach das Rufianat bei 
weitem am schwersten léslich sein. 

Ammonium: 0,5g Ammoniumchlorid lieferten 2,1 ¢ Ammo- 
niummonorufianat. Aus 120 ccm Wasser rotbraune Nidelchen, 
die bei 355° noch nicht geschmolzen sind. 

7,526 mg Substanz gaben 0,279 cem N (748 mm, 16°). 

8,145 mg os » 0,296 cem N (748 mm, 16°). 

C,,H,O,SNH, (337,23) Ber. N 4,16°/, 
Gef. ,, 4,31 4,23), 

In je 100 ccm kalt gesaittigter Ammoniumrufianatlésung wurden 
0,3765 bzw. 0,3800 g gelést gefunden. 

Cholin: 0,5 g Cholinchlorhydrat werden in 2 ccm absolutem 
Alkohol gelést und mit 40 ccm Rufiansiurelésung (1 g in 25 ccm 
Alkohol absolut) gefallt. Ausbeute 1,35 g, die Fiallung ist ziem- 
lich quantitativ. Jedenfalls ist im Filtrat nur eine schwache 
Fillung mit Phosphorwolframsiure zu erhalten. Die Substanz 
wird in 10 ccm Wasser gelést und in der Hitze mit 30 ccm 
Alkohol versetzt. Die auskrystallisierten, in Biischeln vereinigten 
roten Nadelchen von Cholinmonorufianat schmelzen bei 332° 
unter Zersetzung. 

7,737 mg Substanz gaben 0,238 ccm N (752 mm, 16°). 

C,,H,0,S-C;H,,ON (423,25) Ber. N 3,31 °/, 
Gef. ,, 3,60 

In je 100 ccm kalt gesittigter, absolut alkoholischer Cholin- 

rufianatlésung wurden 0,0475 bzw. 0,0470 g gelést gefunden. 


Der Vollstindigkeit halber sei noch angegeben, daB das 
Natriumrufianat sich zu 0,53°/, und das Kaliumrufianat zu 
0,022°/, in kaltem Wasser lést. 

AuBer dem Cholin gaben noch in Wasser leicht lésliche 
Rufianate beispielsweise: Glykokoll, Sarcosin, ¢-Alanin, Asparagin, 
Prolin, Oxyprolin, Glycylglycin, Neurin, Isoleucin, Tyramin, 
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y-Butyrobetain, Glucosamin, Dimethylamin, Trimethylamin, '[y, 
methylaminoxyd, Colamin und Harnstoff, wahrend diese Kirpe 
gréBtenteils in Alkohol schwer lésliche Rufianate bilden. 

Ks versteht sich von selbst, daB sich hierauf eine ganz, 
Reihe Trennungsverfahren verschiedener Kérper wird aufbaye, 
lassen. 


Herr stud. med. Ulrich Zutz unterstiitzte mich bei der Ja). 
stellung des Chinizarins und bei einer Anzahl Léslichkeits. 
bestimmungen. 


Die Durchfihrung dieser Arbeit wurde mir durch die Not. 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft erméglicht, wofiir ich 
auch an dieser Stelle meinen ergebensten Dank aussprechen “ 
mochte. 
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Uber das Verhalten der anorganischen Bestandteile 
Jar. bei der Bebriitung des Hiihnereies. 


“its. Von 
Toshinori Iseki. 
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Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie in Nagasaki.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Februar 1930.) 


Die Frage, welche anorganischen Stoffe erforderlich sind, 
um die Entwicklung tierischer Organismen zu ermdglichen, kann 
nur durch Analyse verschiedener Entwicklungsstufen beantwortet 
werden. 

Es ist nun méglich, durch eine Reihe griindlicher Unter- 
suchungen, welche vorwiegend die Entwicklung von Embryonen 
der auBerhalb einer miitterlichen nutritiven Sphire heranwachsen- 
den Tierklassen betreffen, der Forschung einen neuen Weg zu 
bahnen, der sich fiir die physiologische Chemie wohl ebenso aus- 
sichtsreich erweisen kann, wie fiir die Entwicklungsmechanik. 

Um festzustellen, welche Stoffe zur Entwicklung von Hihner- 
embryonen aus befruchteten Eiern unerlaBlich sind und woraus 
diese stammen, habe ich im AnschluB an bereits mitgeteilte 
fragmentarische Beobachtungen’) den Versuch unternommen, die 
anorganischen Bestandteile in ganz verschiedenen Entwicklungs- 
stadien des Hihnerembryos méglichst systematisch zu verfolgen. 
Dabei wurden Kischale, Kierklar, Dotter, Embryo, Amnios- und 
Allantoistlissigkeit sorgfailtig abgetrennt und jede fiir sich be- 
sonders bearbeitet. 

Die quantitative Zusammensetzung der einzelnen Mineral- 
bestandteile 1aBt sich zunichst der Ubersichtlichkeit halber am 
besten aus folgender Tab. 1 iibersehen. 


‘) C. Voit, Z. Biol. 13, 518 (1877); L. Liebermann, Pfliigers Arch. 
43, 71 (1888). 
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Tabelle 1. 





Bebriitungs- Mineralbestandteile im ganzen Elinhalt °/, 
dauer iets Splcnomianiien rile thins tipi br 
in Tagen K,O | Na,O | CaO MgO! P,O, SO, Cl Sio. 


Frisch | 0,1110 | 0,1343 | 0,0750 | 0,0454 0,2946 0,0747 | 0,0967 0,010 





3 0,0940 | 0,1197 | 0,0705 (0,0812 | 0,2916 0,0563 (0,0786 0,019" 
q 0,0823 | 0,0998 | 0,0760 | 0,0433 | 0,3142 | 0,0498 | 0,0796 0,009 
14 0,0773 | 0,1439 | 0,1289 | 0,0284 | 0,3302  0,0475 | 0,1231 0.0169 
18 0,1129 | 0,1520 | 0,3495 0,0373 | 0,3412 0,0462 0,1220 0.014) 





Neugeboren | 0,1296 | 0,1488 | 0,4788 | 0,0269 | 0,4506 0,0689 0,1072 0.0115 


Stellt man die Einzelbestandteile der Aschen bei der Be. 
briitung einander gegeniiber, so findet sich in den spiiterey 
Stadien der Bebriitung eine betriichtlichere Vermehrung dis 
Kalkes. Dies Ergebnis deutet darauf hin, daB die Schale teil. 
weise abgebaut und zum Aufbau des Embryos verwendet wird, 
da von auBen keine Zufuhr erfolgt. Der Kalkgehalt in de 
Schale nimmt in der Tat nach 14 Bebriitungstagen allmahlich ab, 


Tabelle 2. 














Mittelwert von 5 Versuchen 
Bebriitungsdauer Ceeistcht dee eld te Ritade 

in Tagen Kies sevemenacsenncaaldabeenin: 

g g | "lo 

14 46,93 | 2,7323 | 5,82 

18 44,68 2.2459 | 5,02 

21 48,68 | 2,3405 | 4,80 
(Beim Ausschliipfen | | 
der Jungen) | 





Im Laufe der EKibebriitung findet eine Mobilisierung uni 


Uberfiihrung von anorganischen Bestandteilen des Kiinhaltes 1 
den werdenden Embryo statt, und es mu8 dabei darauf hi. 
gewiesen werden, wie verschieden untereinander der Stoffwechs: 
der einzelnen Mineralbestandteile des Organismus sowohl qualitat' 
wie quantitativ ist, offenbar weil sie ganz verschiedenen Zweckt! 
im Korperhaushalt dienen. 

Eine Mobilisierung einzelner Aschenbestandteile im Eiiv}ia' 
und ihre Uberfihrung in den Embryo wihrend der Bebriitu 


ist leicht aus folgenden Tabellen ersichtlich. 
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Vert 


Neu 
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Tabelle 3. 


Verbalten der anorgan. Bestandteile bei d. Bebriitung d. Hiihnereies. 
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Neugeboren 









































K,0. 
eoinens Auf 100 Teile Eiinhalt kommen im 
epru gs- 
dauer Klar Dotter | Embryo | Amnios | Allantois ganzen Ki 
Frisch 0,0895 0,0215 | 0,1110 
3 Tage 0,0712 0,0228 0,0940 
. . 0,0386 | 0,0262 0,0175 0,0823 
Ma « 0,0057 | 0,0105 0,0496 | 0,0072 0,0773 
18 ,, 0,0005 | 0,0019 0,1077 | 0,0028  0,1129 
Neugeboren | 0,1296 
Tabelle 4. 
Na,O. 
Frisch 0,1025  0,0318 0,1343 
8 Tage 0,0917 | 0,0280 0,1197 
t + 0,0384  0,0371 0,0243 0,0998 
+ 0,0098 | 0,0192 | 0,0584 0,0328 | 0,1439 
Is ,, 0,0028 | 0,0067 0,1320 0,0105 | 0,1520 
Neugeboren | 0,1488 
Tabelle 5. 
CaO. 
| Frisch 0,0067 | 0,0683 | 0,0454 
8 Tage 0,0057 | 0,0648 | 0,0312 
. a 0,0041 | 0,0697 | 0,0022 | 0,0438 
i 0,0038 | 0,0627 | 0,0583 | 0,0029 | 0,0284 
WD xs 0,0010 | 0,1231 | 0,2239 | 0,0015 | 0,0373 
Neugeboren | 0,0269 
Tabelle 6. 
MgO. 
; Frisch 0,0212 | 0,0242 | 0,0454 
3 Tage 0,0167 0,0145 0,0312 
' % 0,0209 | 0,0209 | 0,0015 0,0433 
l4 0,0032 | 0,0078 | 0,0127 0,0027 0,0284 
8, Spur | 0,0127 | 0,02238 0,0023 | 0,0378 
Neugeboren | 0,0269 
. Tabelle 7. 
P,O,. 
Frisch 0,0206 | 0,2740 | 0,0750 
3 lace 0,0241 0,2675 | 0,0705 
b yy 0,0202 0,2901 | 0,0039 0,0760 
4 0.0049 | 0,1866 | 0,1280 0,0073  0,1289 
18, Spur 0,1255 | 0,2137 0,0020 | 0.3495 


0,4788 
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Tabelle 8. 
SO,. 
‘ Auf 100 Teile Eiinhalt kommen im 
Bebriitungs- , pelianes 
dauer Klar Dotter | Embryo | Amnios | Allantois ganzey 5; 
Friseh 0,0747 0 | | 0,0747 
3 Tage 0,0563 0 0.0563 
-_ 0,0316 | 0,0177 | 0,0005 0.0498 
14, 0,0119 | 0,0007 | 0.0140 | 0,0090 | 0,0119 — 0,0475 
18 ,, 0,0012 | 0,0031 | 0,0371 | 0,0048 —0,0462 
Neugeboren | | 0.0659 
Tabelle 9. 
Cl. 
Frisch 0,0931 0,0036 0,0967 
3 Tage 0,0711  0,0075 0,0786 
lis 0.0312 0,0242 | 0,0242 | 0,0796 
MM fw 0,0080 Spur 0,0581 0,0199 0,0371 0,123 
18 ,, 0,0018  0,0045 | 0,1023 0,0184 | 0,1220 
Neugeboren | 0.1072 
Tabelle 10. 
SiO,. 
Frisch 0,0046 | 0,0062 | | 0,0108 
3 Tage 0,0044 0,0083 | | 0,012 
S 0,0027 | 0,0068 0,0001 | | 0,098 
M4 0,0007  0,0105 | 0,0031 | 0,0010 | 0,0009 0,018 
18 ,, 0,00038  0,0045 | 0,0088 | 0,0004 —0,0140 
Neugeboren | | 0,0116 
Zusammenfassung. 


1. Im Spiitstadium der Bebriitung nimmt der Kalk im ganzen 
Eiinhalt betriichtlich zu, wihrend er in der Schale abnimnt. 
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daB die Schale teilweis 
abgebaut und zum Aufbau des Embryos verwendet wird. 

2. In den Friihstadien der Bebriitung finden sich die Alkalie 
mehr im WeiBei Das gleiche gilt fiir Chilorik 
und Sulfate. 

3. Am 7. Bebriitungstage nehmen die Alkalien im [otter 


plétzlich zu und zwar als Chloride und Sulfate; gleichzeity 

















nehmen sie im Eterklar ab. 


Es ist also leicht zu ersehen, woher die Alkalien im Embri’ 
stammen; die im Kierklar urspriinglich reichlich vorhanden 
Alkalisalze diffundieren zuniichst durch die Dotterhaut in de 
Dotter hinein; dort bleiben sie weiter mobil und werden in de 


Embryo iberfiihrt. 


als im Dotter. 





























Biochemische Untersuchungen des Labyrinthwassers und 
der Cerebrospinalfliissigkeit der Haifische. 


Von 
Jun Kaieda. 


Aua der Oto-Rhino-Laryogologischen Klinik und dem physiologisch-chemischen Institut 
der medizinischen Fakultaét in Nagasaki.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Februar 1{30,) 


Im dem MaBe, in dem die Kenntnis der chemischen Zu- 
sammensetzung solcher tierischen Fliissigkeiten, deren Morpho- 
losie verhaltnismaBig genau bekannt ist, fortschreitet, beginnt 
auch das allgemeine Interesse der Frage sich zuzuwenden, welche 
Schliisse aus der chemischen Zusammensetzung auf die Art der 
physiologischen Wirkung und das entwicklungsgeschichtliche Ver- 
halten der Fliissigkeiten gezogen werden kénnen. 

Das Labyrinthwasser, eine das Innenrohr fiillende Fliissig- 
keit, kommt in zwei Formen vor, als Peri- und Endolymphe; dic 
erstere steht in direkter Verbindung mit dem Subarachnoideal- 
raum. Nach Ansicht mancher Autoren spielt die Labyrinth- 
fliissigkeit bei der Gehér- und Gleichgewichtsfunktion eine grobe 
Rolle, nimlich derart, daB durch die mechanischen Schwingungen 
der Fliissigkeit die Sinneshaare irgendwie gereizt werden und 
diese Reize durch Vermittelung der Sinneszellen in Nervenreize 
umgesetzt werden. Hinsichtlich der Theorien des Bogengang- 
systems und beziiglich der Herkunft des Labyrinthwassers stehen 
sich aber noch verschiedene Anschauungen gegeniiber. Um dariiber 
Klarheit zu schaffen, sind die physikalischen und chemischen 
Studien der Peri- und Endolymphe von Wichtigkeit. Da nun 
die Fliissigkeit nur sehr spirlich vorhanden ist, ist es schwer, 
eine zur Untersuchung ausreichende Menge rein zu gewinnen. 
Doch machen einige Fische eine Ausnahme; vor allem sind hier 
zu nennen die in hiesiger Gegend einheimischen Sternhaie, deren 
Iinenohr die Lymphe so reichlich enthiilt, daB man sie verhilt- 
hismiBig leicht in gréBerer Quantitiit zu sammeln vermag. 
Hoppe-Seyler*s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXVIIL 13 
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Kiner Aufforderung von Herrn Prof. K. Komuro, dem Yo,. 
stand der hiesigen Oto-Rhino-Laryngologischen Klinik, folgeyj 
habe ich die bis jetzt ganz wenig beriicksichtigten physikalische, 
Kigenschaften, die chemische Zusammensetzung und die fermey. 
tative Wirkung des Labyrinthwassers und zugleich die in chemisc},. 
Hinsicht angeblich der Perilymphe nahestehende Cerebrosping). 
fliissigkeit einer Art der Sternhaie (Scolioidontus laticandus) unter. 
sucht. 

Um das Versuchsmaterial zu bekommen, wurden die ris} 
getéteten Tiere méglichst schnell vom Fischmarkt bezogen. Na¢’ 
der Ausriumung der Umgebung von Saccus_ endolymphaticy; 
werden die beiseits liegenden Knorpelhiigel mit scharfer Zang 
gedffnet; dann sieht man direkt Cysterna perilymphatica. jj: 
Hilfe einer Spritze kann die Perilymphe fast vdllig aufgesaug: 
werden. Danach wird die Endolymphe ohne Schwierigkeit mi 
der Spritze aus dem Sacculus ausgezogen. In der Mittellinis 


vor dem Saccus endolymphaticus wird der Knorpelteil durch. § 


léchert; die Cerebrospinalfliissigkeit kann dann ohne Beimischuyy 
von Blut gesammelt werden. 


I. Die physikalischen Eigenschaften der Labyrinth- und 
Cerebrospinalfliissigkeit von Scolioidontus laticandus, 


Wegen der mit der Behandlung des lebenden Tieres ve- 


bundenen Gefahr kénnen die physikalischen Eigenschatten de J 


obengenannten Fliissigkeiten der lebenden Tiere nicht untersucht 
werden. Sie wurden also immer unmittelbar nach dem Tode 


untersucht. 
1. Aussehen. 


Die Perilymphe ist diinnfliissig, wasserklar und ganz farblos: J 


die Endolymphe ist dagegen gelatinés, halbfliissig, fast klar wi 
farblos. Die Cerebrospinalfliissigkeit ist, wie Perilymphe, diin- 
fliissig, wasserklar und fast farblos. 


2. Reaktion. 


Gegen Lackmus reagieren die drei Fliissigkeiten fast neutra 
* oder ganz schwach alkalisch. Die Wasserstoffionenkonzentrati 
wurde bei Perilymphe und Cerebrospinalflissigkeit durch b& 
kettenmethode und bei Endolymphe mittels Chinhydronelektro: 
ermittelt. Dabei zeigte sich folgendes: 
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7 Tabelle 1. 
7” Material Pu Bemerkungen 
it] -_— ET : : - 
D. Perilymphe . . 7,41 Mittelwert von 10 Versuchen 
her Endolymphe . 7,36 desgl. 
a Lig. cerebrospinalis . 7,23 desgl. 
er- 


3. Das spezifische Gewicht. 


u Das spezifische Gewicht wurde stets mittels des Pyknometers 
ch bestimmt und zwar bei 24—28° C. 
‘us JF folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Die Resultate sind in der 











i Tabelle 2. 

gt Spexifisches | | 

' N " ig " } ¥] 

nit laterial Gewicht Bemerkungen 
nie o — ———— >So a ae 

b Perilymphe . 1,0200 Mittelwert von 15 Versuchen 
ng Endolymphe 1,0204 7 
Liq. cerebrospinalis . 1,0233 5 
{ p ’ 


4. Die elektrische Leitfihigkeit. 


Die Bestimmung der elektrischen Leitfihigkeit erfolgte nach 
der Kohlrauschschen Methode mit Induktor und Telephon. 
In der folgenden Tabelle ist die spezifische elektrische Leit- 


ht & angegeben. 


Tabelle 3. 


fahigkeit der Versuchsfliissigkeiten bei 18° in reziproken Ohm 








Versuchsmaterial 


erilymphe 
Endolymphe . 


Liq. cerebrospinalis 





Spezifische Leit- 
fihigkeit 
in reziproken Ohm 





Bemerkungen 





17,66 - 10~% 
17,53» 10-8 


Mittelwert von 10 Versuchen 
10 


” 





18,21 + 10-3 


- ” D 


)». Der osmotische Druck, die molekulare Konzentration. 


’ Unter Zugrundelegung der Raoult-van’t Hoffschen Formeln 
1 { wurden der osmotische Druck und die molekulare Konzentration 
(er Perilymphe und Cerebrospinalfliissigkeit aus der beobachteten 
Gefrierpunktserniedrigung berechnet. 








zeigt die Ergebnisse. 


Die nachfolgende Tabelle 


13* 
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Tabelle 4. 

















Gefrier- Osmo- : 
re punkts- tischer | _, A 
Material erniedrigung| Druck C= 1.88 Bemerkungen 
bei 0° . 
Perilymphe 2,105 25,31 1,131 | Mittelwert von 15 Versuch, 
Liq. cerebro- 
spinalis 2,016 26,18 1,018 ss 5 & 


II, Die chemische Zusammensetzung. 


Zur Bestimmung der festen Stoffe wurden die Fliissigkeite, 
bei Wasserbadtemperatur zur vélligen Trockne abgedampft. [j. 
getrockneten festen Stoffe wurden dann verascht. Auf bekannt. 
Weise') wurden die gegenseitigen Mengenverhiltnisse der wasser. 
lislichen und wasserunlislichen Aschenbestandteile festgestelli, 
Die Befunde sind in der nachstehenden Tabelle verzeichnet. 


Tabelle 5. 





Organische Anorganische Stoffe 
Menge des | Feste Stoffe pn ssn aagenen anata 
e oe Yer y 
verwendeten ‘ Wasserloésl. © Wasserunlis! 
Materials ee 


in g /in /,}] in g |in 9%] in g jin 


%, | ing {in 


150 ecm 
Perilymphe 17,4033 | 4,888 | 4,8165 3,147] 2,4877 1,625 0,0991 0,064 

50 g 
Endolymphe | 2,2687 4,537] 1,2453 2,490] 1,1901 2,380 0,0819 0,1 
150 ccm | 


Liq. cerebro- | 
spinalis 6,7035 | 4,369 | 4,2414 | 2,762 | 2,8337 | 1,478 0,1315 0,035 











1. Anorganische Stoffe. 


DaB das Kochsalz in der Peri- und Endolymphe der Fisch 
auftritt, haben Dihnhardt’) und Doesschate®) gezeigt. Weiter 
Angaben sind mir unbekannt. 





") Hoppe-Seylers Handbuch der physiol. u. pathol. chem. Analy 
9, Aufl., 1924, S. 653. 

*) Arb. phys. Inst. Kiel, 1869 (zitiert in Handbuch der Biochem 
Oppenheimer 4, 182). 

‘) Onderzoek, phys. Labor. Utrecht, 5. Reihe, 14, 1914 (zitiert in Han‘ 
buch d. norm. u. path. Physiol. 11, 1). 
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Der Wasserauszug, worin die in Wasser léslichen Aschenbestandteile 
epthalten waren, wurde auf dem Wasserbade eingeengt, sein Volumen 
jurch Auffiillen in einem geeichten MeBkolben bestimmt, ein aliquoter Teil 
iavon fir die Bestimmungen der einzelnen Stoffe entnommen und die dabei 
efundenen Werte der Stoffe auf das Gesamtvolumen des Wasserauszugs 
ausgerechnet. 

Die in Wasser nicht léslichen Aschenbestandteile liste ich in ver- 
linnter Salzsiiure, verdiinnte mit Wasser auf ein bestimmtes Volumen und 
verwendete einen aliquoten ‘Teil zu Bestimmungen der alkalischen Erden, 
ler Schwefelsiiure und der Phosphorsiiure. Die Mengen der in Rede 
stehenden Stoffe sind zu denjenigen der in Wasserausziigen vorhandenen 
sleichnamigen Stoffe addiert und der Einfachheit halber nur ihre Summe 
‘n folgender Tabelle eingetragen. Der in Salzsiiure nicht lésliche Riick- 
stand wurde nach dem Verfahren von Gonnermann!) auf Kieselsidure 
verarbeitet. 

Zur Bestimmung des Chlors bediente ich mich der Methode von 
Volhard. Die Schwefelsiiure wurde durch Salzsiiure und Bariumchlorid 
vefillt und als Bariumsulfat abgewogen. Die Phosphorsiure wurde nach 
der Vorsehrift von Neumann bestimmt. Aus einer mit essigsaurem Natron 
yersetzten Lisung wurde der Kalk durch oxalsaures Ammon als oxalsaurer 
Kalk gefaillt und gewogen. Aus der vom Calciumoxalat abfiltrierten 
Lisung fiillte man das Magnesium durch Ubersittigung mit Atzammoniak 
als phosphorsaure Ammonmagnesia aus, verwandelte die letztere auf die 
ibliche Weise durch Gliihen in pyrophosphorsaure Magnesia und berechnete 
aus der gewogenen pyrophosphorsauren Magnesia die Magnesia. Zur Be- 
stimmung des Kaliums und des Natriums wurden die beiden Alkalien nach 
méglichster Entfernung der anderen Aschenbestandteile in Chloride iiber- 
zefiihrt, als solehe gewogen und dann das Kalium als Kaliumplatinchlorid 
abgetrennt. Die Ergebnisse finden sich in Tab. 6 zusammengestellt. 


Tabelle 6. 

















Menge des Perilymphe Endolymphe Cerebrospinal- 
fliissigkeit 
Materials 150 cem 50 g 150 eem 
Aschenmenge] in g m *, in g in °%, in g in %/, 
fresamtasche | 2,5868 1,690 1,2720 2,544 2,4654 1,628 
K,0 0,1022 0,066 0,0571 0,114 0.1034 | 0,067 
Na,O 1,1015 0,719 0,8467 1,693 1,2195 | 0,794 
CaO 0,0325 0,021 0,052 0,106 0,0287 | 0,019 
MgO 0,0125 0,008 0,00 13 0,009 0,0146 0,009 
P.O, 0,0507 0,038 0,0109 0,022 0,0277 | 0,020 
H,SO, 0,0899 0,058 0,0442 0,088 0,0813 | 0,058 
Cl 1,3422 0,877 0,8293 1,659 1,2669 | 0,825 
Si0, 0,0031 0,002 0,0044 0.009 0,0027 0,002 


") Diese Z. 99, 256 (1917). 
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2. Zucker. 

Die Ermittelung des Zuckers in den beiden Obrlymphe 
und der Cerebrospinalfliissigkeit geschah, indem mit kolloidaley, 
Kisen enteiweiBt, der Zucker dann nach Bertrand titriert wurde. 
aber seiner zu kleinen Menge wegen konnte er nicht in den p.. 
reich der Bertrandschen Tabelle gebracht werden. Nach Bang. 
scher Mikromethode enthilt die Perilymphe durchschnitt)jc; 
0,029°/, Glucose. In der Endolymphe wurde 0,019°/, Zuckey 
in der Cerebrospinalfliissigkeit 0,024°/, bestimmt. 


8. Stickstoffgehalt. 


Der Stickstoffgehalt der beiden Ohrlymphen und der Cere))o. 
spinalfliissigkeit beruht zum Teil auf dem darin enthaltenen {j. 
weib, zum Teil auf anderen stickstoffhaltigen Stoffen. Simtliche, 
Stickstoff wurde einfach nach dem Kjeldahlschen Verfahren er. 


mittelt. 
Tabelle 7. 








Gesamtstickstoft 
Menge des verwendeten Materials a 
in mg | in 
1,0cem Perilymphe . .... . . 12,6 | 1,23 
10g Endolymphe ...... . 11,6 1,16 
2,0 eem Cerebrospinalfliissigkeit. . . 25,4 | 1,24 


4. Gesamt-Reststickstoff. 


Das Versuchsmaterial wurde zuniichst durch Hitzekoagulation und 
dann durch Tanninmethode vollstiindig enteiweiBt; die enteiweiBte Lisun, 
unter vermindertem Druck stark eingeengt und auf ein bestimmtes Volume: 
aufgefillt. In einem aliquoten Teil davon wurde der Stickstoff nac! 
Kjeldahl ermittelt. Der Stickstoff wurde als Gesamt-Reststickstoff bi 
zeichnet. 

Der iibrige Teil der Lésung wurde unter Zusatz von Schwefelsiuy 
mit Phosphorwolframsiiure gefiillt. Nach 24 Stunden wurde der Niede- 
schlag abfiltriert, sorgfailtig ausgewaschen, samt dem Filter getrocknet un’ 
der Stickstoff nach Kjeldahl! bestimmt. Der Stickstoff wurde als Rest 


stickstoff von durch Phosphorwolframsiiure fillbarer Natur erkannt. Du: 


Filtrat des Phosphorwolframsiureniederschlages wurde mit iiberschiissigen 
Baryt versetzt, das unldésliche Bariumsalz abgesaugt. Das Filtrat wurde 
dann dureh Kohlensiure vom Uberschu8 des Baryts befreit und auf wenig 
Kubikzentimeter eingeengt. Aus dieser Lésung wurde einerseits der Rest 
stickstotf, der durch Phosphorwolframsiiure nicht fillbarer Natur ist, nac 
Kjeldahl und andererseits der Aminostickstoff nach van Slyke auf bi 
kannte Weise bestimmt. 

Meine Befunde kénnen kurz in der Tab. 8 zusammengestellt werden 
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Tabelle 8. 











Rest-N der Rest-N, durch P-Wo-Siure 
‘lenge des Gesamt- durch P-Wo- nicht fillbarer Natur 
» tete Reststickstoff | Siure fiillbarer ae SiO 
Bo phemnaiiaee Natur nach Kjeldahl |nach van Slyke 
' of Materials §=|-——-— an | 

0. , ; ' | 

“Y g %, g ¥? e i % g WF 
AICD 





























ker, 50,0 eem | | ! 
Perilymphe | 0,5847 | 1,048 | 0,1913 | 0,875 | 0,3191 0,687 0,0273 0,053 


50.0 g 


Endolymphe | 0,4207 | 0,841] 0,1127 | 0,225 | 0,2884 0,566 00,0133 0,026 
ro. = 50,0 cem 


Rj | Liq. cerebro- | 
ea spinalis 0,5014 | 0,980 | 0,1538 | 0,301 | 0,3187 0,623 0,0160 0,031 











af Durch Subtraktion des Gesamt-Reststickstoffs von dem vor- 
her gefundenen Gesamtstickstoff kann der Proteingehalt ungefahr 
seschitzt werden. 


5. Ammoniak und Harnstoff. 


Das Ammoniak wurde nach Kriiger-Reich bestimmt. Der 

Harnstoff wurde durch Urease in Ammoniak iibergefiihrt und das 

gebildete Ammoniak durch Titration ermittelt. In den ver- 

wendeten Fliissigkeiten findet sich kein Ammoniak. Dagegen 

kommt darin viel Harnstoff vor. Dieser Befund fiigt sich also 

den Beobachtungen ein, die v. Schroeder’) und S. Baglioni?) 

id gemacht haben und die besagen, daB Haifische interessanterweise 

i in iarem Blut und ihren Geweben auffallend viel Harnstoff auf- 
weisen. 

Die folgende Tabelle veranschaulicht die Resultate. 


Tabelle 9. 








Harnstoffmenge 
Menge des verwendeten Materials —— 
in g | in °/, 


2,0cem Perilymphe ...... . 0,0297 | 1,460 
10g Endolymphe. ...... . 0,0252 
2,0 cem Liq. cerebrospinalis . . . . 00441 2,156 





') Diese Z, 14, 576 (1890). 
*) Hofmeisters Beitr. 9, 50 (1907). 
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6. Harnsiure. 


Um die in dem verwendeten Material reichlich vorhandere, 
Chloride zu beseitigen, wurden die Flissigkeiten mit 10°) jpo, 
Bleizuckerlésung versetzt. Das entchlorte und enteiweiBte Filt;,; 
wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, von Schwefelblei abfiltrie,; 
und weiter eingeengt. In der eingeengten Lésung wurde (i 
Harnsiure nach Folin colorimetrisch bestimmt. 

Es folgt hier eine Tabelle, die die in den verschiedenen Vey. 
suchen erhaltenen Mittelwerte an Harnsiure in der Labyrini} 
und der Cerebrospinalfliissigkeit zeigt. 


Tabelle 10. 


aoa ioe ea eesti see) 


4 








Menge der Harnsiiure 
Menge des verwendeten Materials caleaeeancipiiaiin 
in mg | in mg/d] 
50,0 cem Perilymphe. . . ... . 0,036 0,072 
30,0g Endolymphe ...... . 0,036 0,119 
50,0 cem Liq. cerebrospinalis. . . . 0,073 0,143 


7. Kreatin und Kreatinin. 


Das Kreatin wurde in Kreatinin iibergefiihrt und das ge. 
bildete Kreatinin nach Angabe von Folin und Wu colorimetrisc} 
ausgefiihrt. Bei der Uberfiihrung des Kreatins in Kreatinin ext. 
steht viel Ammoniak aus Harnstoff, welches die Rotfarbung nich: 
wenig beeinfluBt. Zur Beseitigung dieser Schidigung wurde das 
Versuchsmaterial zunichst mit Urease behandelt. Ist der Ham. 
stoff vollstindig in Ammoniak und Kohlensiure umgewandelt, si 
wurde die Lésung mit kolloidalem Eisen enteiweiBt. Das ge. 
bildete Ammoniak wurde durch Vakuumdestillation méglichst 
beseitigt. Erst dann erfolgte die Umwandlung des Kreatins in 
Kreatinin auf bekannte Weise. Die Ergebnisse sind aus folger- 
der Tabelle zu ersehen. 

Tabelle 11. 





Menge des Kreatins 
Menge des verwendeten Materials thieicadetiicasteies - 








in mg in °%/, 
50,0cem Perilymphe. . . ... . 1,340 | 0,026 
30,0g Endolymphe ...... . 0,384 | 0,012 





50,0 cem Liq. cerebrospinalis. . . . 0,804 0,016 
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In dem Labyrinthwasser und der Cerebrospinalfliissigkeit 
sndet sich kein Kreatinin. 
























trat [I]. Fermente in der Labyrinth- und Cerebrospinalfliissigkeit. 
int Im Hinblick auf physiologische und entwicklungsgeschicht- 


dic E liche Gesichtspunkte war es nun interessant zu entscheiden, ob 
~& cine fermentative Wirkung in der Labyrinthfliissigkeit ausgeiibt 
wird und in welchem Teil des Labyrinthes die verschiedeuen 
1th. Kermente ihren Sitz haben. Zu diesem Zwecke habe ich die 
Labyrinth- und Cerebrospinalfliissigkeit auf Amylase, Esterase, 
Urease, Pepsin und Trypsin untersucht. 





~ Tabelle 12. 
Arten Di- Versuchsmaterial 
om — Pir Peri- | Endo- | Cerebrospinal- 
Fermente dauer lymphe | lymphe fliissigkeit 
7,06—7,82 de | ep ++ 
tone | O60 8,00 ++ ++ 
Amylase | 24 Std. 8°90 +. 4 
9,27—9,45 + + 
re. 5,28 ++ + +++ 
(| : ; 6,23 ++ + +++ 
cn sterase 2 Std. ’ 
| Esterase Std 7.16 ‘ean pope pie tie 
s 7,74—8,04 + 4 + +- +++ 
" 5,28 — — | -- 
- : 6,23 — _ 
ees e) 9 ’ 
" Urease 2 Std. 716 ~ “ 7 
‘ 7,74—8,04 “ os vi 
e 1,20—1,40 8 . : 
st Pepsin 7 Tage 1,60—1,80 — _ ~ 
2,00—2,20 Ma = _ 
n 
7,80 _ — + 
8,00 +++ ++ 
Trypsin 7 Tage 8,20 + + - ++ + 
8,40 + . + 
8,60 a : - 











Bei der Untersuchung von Amylase wurde 1 °/,ige Dextrinlésung als 
Substrat verwendet. Der gespaltene Zucker wurde nach Bertrand er- 
nittelt. Esterasewirkung in dem Versuchsmaterial hat man nach Rona 
Michaelisschem Verfahren mit Monobutyrin untersucht. Bei der Urease- 
untersuchung benutzte ich 2 °/,ige Ureaselésung als Substrat und Phosphat 
gemisch nach Sérensen als Pufferlésung. Beim Versuche von Pepsin- 
und Trypsinwirkung wurden die Pufferlésungen yon Clark und Lub: 
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benutzt. Man hat nimlich bei der Untersuchung von Pepsinwirkung 4,. 
Kaliumehlorid—Salzsiuregemisch und beim Trypsinversuche das Borsijyy,. 
Natron-Puffergemisch verwendet. Bei beiden Fillen wurde 10°), jge p; 
albuminlésung als Substrat benutzt. 

Die Perilymphe und die Cerebrospinalfliissigkeit wurden sofor 
die Endolymphe erst nach der Verdiinnung mit physiologische, 
Kochsalzlésung in zwei gleiche Portionen geteilt, wovon die ej; 
mit der Substratlésung gemischt und unter Zusatz von Put, 
und Toluol bei 837—88° digeriert wurde. Die andere Porto, 
wurde jedesmal unter Innehaltung identischer Bedingungen {i 
die Kontrollversuche verwendet. Die Reaktion der Lésung wurd: 
mit Salzsiure und Natronlauge reguliert und die Wasserstof. 
ionenkonzentration durch Gaskettenmethode bestimmt. 

Es zeigte sich dabei, dab die Amylase- und die Esterase. 
wirkung bei den drei verwendeten Fliissigkeiten hervortraten und 
daB die Trypsinwirkung nur bei der Perilymphe und der Cerebro. 
spinalfliissigkeit deutlich zutage trat, wahrend in allen oben ge. 
nannten Flissigkeiten iiberhaupt keine Wirkung von Urease und 
Pepsin zu beobachten war. 

Die Ergebnisse meiner Untersuchungen sind in der Tab. 12 


kurz schematisch verzeichnet. 
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Uber die Hefenucleinsiure. 
VI. Mitteilung.’) 


































utter 
tlon Von 

fir § H. Steudel. 
Irde 7 

toff. 

Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 

ASC. (Der Redaktion zugegangen am 18. Februar 1930.) 

und 

ae Vor einiger Zeit habe ich in Gemeinschaft mit Frl. . Peiser 
OA. ; a . . . . ° ne ° . 

Bt witgeteilt, daB es leicht gelingt die Hefenucleinsiure in einfache 


nt BF \ucleinsiuren aufzuteilen. Die Kinwirkung schwacher 3,3°/, iger 
Natronlauge bei Zimmertemperatur geniigt schon, um diese Spal- 
tung durchzufiihren; man kann aus der Reaktionstliissigkeit so- 
wohl Guanylsiure, wie Adenylsiure, Cytosylsiure und Uracylsiure 
‘isolieren. Die Methode ist mittlerweile auch von anderen Unter- 
suchern hiiufig angewandt. Man kann die Wirkung der Natron- 
lauge auch polarimetrisch verfolgen: die Drehung der Thymo- 
cucleinsiiure bleibt unveriindert, wihrend die Drehung der Hefe- 
uicleinsiure dauernd abnimmt.’) 
Als nun aus dem gleichen Priparat, das seit 1920 zur Dar- 
stellung der Guanylsiure gedient hatte und das seitdem in wohl- 
erschlossener Biichse in der Sammlung des Instituts aufbewahrt 
worden war, nach der gleichen Methode wie friiher wieder zu 
einem anderen Zwecke Guanylsiure hergestellt werden sollte, fand 
sich, daB die Methode versagte. 
I. Es wurden nach der seiner Zeit angegebenen Vorschrift 
50 g hefenucleinsauren Natriums in 150 ccm Wasser gelést, mit 
50 ecm 10°/,iger Natronlauge versetzt, bei etwa 18° tiber Nacht 
stehengelassen und am anderen Morgen das abgeschiedene Calcium- 
phosphat abzentrifugiert. Dann wurde mit Essigsaure neutralisiert 
- aber selbst nach dem Sattigen mit Natriumacetat fiel in einer 


<1 


', I, Mitt., Diese Z. 108, 42 (1919); II. Mitt. 114, 201 (1921); ILI. Mitt. 
120, 292 (1922); IV. Mitt. 127, 262 (1923); V. Mitt. 131, 139 (1928). 
| Diese Z. 128, 129 (1928). 
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Probe keine Spur von guanylsaurem Natrium aus, Die Lisy,, 
wird deshalb wieder mit Natronlauge auf die urspriingljc), 
Alkalescenz gebracht und fiir 24 Stunden in den Brutschia)) 
bei 37° gestellt. Aber auch dann 1JaBt sich nach der Neutral. 
sation mit Hssigsiure noch kein Niederschlag erzeugen. Je; 
wird mit Alkohol véllig ausgefallt, in 200 com Wasser die Fiillyy, 
autgelost, 20 ccm 33°/,iger Natronlauge zugesetzt und eine Stunj. 
lang im siedenden Wasserbade erwirmt. Dann wird der Rey 
des sich nunmehr wiederum ausgeschiedenen Calciumphosphate; 
abzentrifugiert und mit 10 ccm Kisessig neutralisiert. Der jety; 
reichlich ausfallende Niederschlag wird abgeschleudert, zweim,| 


aus heiber 20°/  iger Natriumacetatlisung umgefallt, in doppei:. 


normaler Ria inp gelést, von einer geringen Menge ungeliste, 
Calciumphosphates noch einmal zentrifugiert und unter Alkobol. 
zusatz auskrystallisieren lassen. Ausbeute: 10,25 g guanylsaures 
Natrium. 

JI. Es wurden ferner 100 g hefenucleinsauren Natriums de 
gleichen Priaparates in 400 ccm Wasser gelést, mit 40 ccm 33° . 
iger Natronlauge versetzt, tiber Nacht stehengelassen, dann ein: 
Stunde lang im siedenden Wasserbade erhitzt und wie oben weitey 
behandelt. Ausbeute: 20,50 ¢ guanylsauren Natriums. 

III. Um die merkwiirdige Erscheinung zu kliren, haben wi 
uns von neuem ein Priparat von hefenucleinsaurem Natriuu 
schicken lassen!) und davon 50 g in 200 ccm Wasser geldst, mi: 
20 com 33°/,iger Natronlauge versetzt und iiber Nacht bei etw: 
19° stehenlassen. Nach Ablauf von 12 Stunden war noch keine 
Spaltung eingetreten; wir haben dann nach 2 Tagen Stehens in 
Laboratorium wieder untersucht und konnten nun den Begin 
einer schwachen Spaltung feststellen. Ein zweitagiger weiterer 
Aufenthalt im Brutschrank bei 37° brachte keinen Fortschrit 
der Spaltung. Als nach nochmaligem Aufenthalt von 2 Tages 
im Brutschrank die Reaktion immer noch nicht weiterging, haber 
wir die Reaktionsfliissigkeit eine Stunde im siedenden Wasserbade 
erhitzt. Nunmehr war die Spaltung vollkommen. Nach der be- 
kannten Methode lassen sich 10,0 g guanylsaures Natrium ¢°- 
winnen. 

1V. Wir haben uns ferner von einer anderen Firma’) ¢ 


') Fiir die freundliche Uberlassung des Priiparates sage ich der Firu. 
C. F. Boehringer&Séhne in Mannheim-Waldhof meinen besten Da 
*) E. Merck, Darmstadt. 
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- priparat von hefenucleinsaurem Natrium besorgt. Die Substanz 
| onthielt 12,40°/, N und 6,95°/, P, entsprach also in ihrer Ele- 
| mentarzusammensetzung vollig den anderen Nucleinsiurepriparaten. 
| Hiervon wurden 50 g in 200 ccm Wasser gelést, mit 20 ccm 33°/,- 
 jver Natronlauge versetzt und tiber Nacht bei etwa 19° 18 Stunden 


sich selbst iiberlassen. Hier war bei der weiteren Aufarbeitung 


jestzustellen, daB eine véllige Spaltung eingetreten war. 


ks konnten zum SchluB 10,08 g guanylsauren Natriums isoliert 
werden. 

V. Um zu erfahren, wie lange das alte Priiparat im siedenden 
Wasserbade gehalten werden muB, damit es giinzlich aufgespalten 
wird, haben wir endlich 100 g des alten Priparates eine Stunde 
lang in der alkalischen Liésung, die wir bisher benutzt hatten, 
im siedenden Wasserbade erhitzt; dann war die Substanz noch 
vicht véllig aufgespalten. Eine totale Spaltung war aber nach 
gweistiindigem Erhitzen erreicht. Ein lingerer Aufenthalt im 
heiben Wasserbade ist nicht erforderlich. 

Das als Ausbeute erhaltene basische guanylsaure Natrium 
war ein schneeweiBes krystallinisches lockeres Pulver, das analysen- 
rein war. 

Die hier beschriebenen Verhiltnisse sind fiir die Auffassung 
iiber den Bau der Nucleinsiure sehr interessant. Die frisch 
lergestellten Priparate von Hefenucleinsiiure sind sehr viel leichter 
in alkalischer Lésung spaltbar als die Priiparate, die lingere Zeit 
gelegen haben. Anders liBt sich kaum das verschiedene Verhalten 
ver Produkte erkliiren. Welche Ursachen die Zunahme der 
Bindung bewirken, kann man nicht sagen, weil man iiber die Art 
der Bindungen der einfachen Nucleinsiiuren untereinander noch vollig 
im Dunklen tappt. Da ich schon frither !) festgestellt habe, daB mit der 
Kinwirkung der Natronlauge auf Hefenucleinsiiure nach meiner 
Methode eine Anderung des Drehungsvermégens verbunden ist, so 
mu man wohl daraus schlieBen, daB die einfachen Nucleinsiuren im 
Molekiil der Hefenucleinsiure an den Zuckerkomponenten mit- 
einander verbunden sind, daB hier in den frischen Priparaten 
eine lockere Bindung existiert, die sich mit der Zeit verfestigt. 
Der SchluB liegt nahe, daB auch in der Thymonucleinsiiure 
derartige Bindungen zwischen den einzelnen Zuckerresten be- 
stehen, die aber fester sind als in der Hefenucleinsiiure. Sucht 
man diese festen Bindungen der Zuckermolekiile untereinander 


') Diese Z. 128, 129 (1923). 
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in der Thymonucleinsiure aufzuspalten, so wird gleichzeitig q,),. 
das Skelett des Zuckers selbst veriindert. Man hat damit ¢;,, 
Erklarung fiir die Schwierigkeit, die Zuckerkomponente der Thy), 
nucleinsiure zu isolieren. 

Man hat vor einiger Zeit sehr viel iiber den Bau der Nucleiy, 
siure aus der Pankreasdriise geschrieben und es ist bisher nic}; 
gelungen, die Ansichten der verschiedenen Forscher auf ¢j; 
Formel zu bringen. Ob in der Pankreasnucleinsiure ein ode 
mehrere Molekile Guanylsiure mit einer Nucleinsiure vom Ty), 
der Thymonucleinsiure in lockerer Verbindung stehen, ob iibe;. 
haupt die Guanylsiure mit einer ,,Thymonucleinséure* verbundey 
ist, ob nicht auch andere einfache pentosenhaltige Nucleinsiure 
vorhanden sind, dariiber herrscht noch groBe Meinungsverschiedey. 
heit. Vielleicht sind die neuen Erfahrungen, die vorstehend |p. 
schrieben wurden, geeignet, auch hier einige Klarheit zu schaffey, 
Dahin zielende Versuche sind im hiesigen Laboratorium in Arbei: 
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Ode; Olof Svanberg. 
ypu — 


Aus dem Physiol.-Chem. Laboratorium der Tier&rztlichen Hochschule in Stockholm.) 


dey 
are (Der Redaktion zugegangen am 27, Februar 1930.) 

C] 
den. 

ve In einer vorhergehenden Mitteilung wurden einige Versuche 
en, 'ausammengefaBt itiber die quantitative Bestimmung der Mono- 
elt. HB saccharide — vorwiegend Glucose — in Gegenwart von Michzucker. 


Die dort angegebene Methode, Monosaccharide unabhingig von 
anwesendem Milchzucker quantitativ zu bestimmen, erdffnete 
zunichst die Méglichkeit, neue orientierende Versuche iiber den 
Ko iechpdeaianete der Milchdriisen in vitro anzustellen. 

Als enzymatisches Maierial diente Kuter-Parenchym frisch 
ceschlachteter Kiihe. Dasselbe wurde von dem stiidtischen Schlacht- 
paus in Enskede bei Stockholm erhalten und wurde durch die 
‘reundliche Mithilfe des Herrn G. Nilsson nur solcher Kihe 
eutnommen, welche sich anscheinend in kriftiger Laktation be- 
fanden. Das Material wurde fein zerschnitten, mit Wasser aus- 
gewaschen und zur Brihe gemahlen. Es kam in dieser Form 
tir die Versuche sofort zur Anwendung. 

Ks ergab sich bei diesen Versuchen, dai, wenn frisch ex- 
stirpiertes Kuter-Parenchym mit zuckerhaltigen Lésungen bei 37° 
in Berihrung gebracht wird, eine Milchzuckerbildung nicht oder 
uur In Ausnahmefillen zu beobachten ist. Zusitze verschiedener 
Zuckerarten, Glucose, Galaktose, iquivalente Mischungen von 
Glucose und Galaktose ebenso wie von Milchzucker, werden in- 
dessen mehr oder weniger vollstindig abgebaut (5 g Zucker auf 
100 g feuchte Driise wird in der Regel innerhalb 2—4 Tagen fast 
restlos verbraucht). Dabei ist Milchsdure das wichtigste, aber nicht 
(as einzige Reaktionsprodukt. In der Regel ist dieser Abbau 
der Kohlenhydrate auch von einer Gasentwicklung begleitet. Nur 
in einem einzigen Fall unter acht untersuchten Driisen blieb diese 
‘vasentwicklung aus, gleichzeitig wurde neben der Milchsiurebildung 
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auch eine Synthese von Milchzucker beobachtet (die Kohlenhydr.:. 
quelle war hier Glucose). In einem Parallelversuch, wo Koble,. 
siiure in das Reaktionsgemisch eingeleitet wurde, blieb indesge, 
auch hier die Milchzuckerbildung aus. | 

Bei diesen Versuchen, den Kohlenhydratumsatz der Milc, 
driisen in vitro zu studieren, ist der Reaktionsverlauf also ¢, 
ganz anderer geworden als in vivo, wo die Bildung von Milchzucke, 
aus dem Blutzucker sicher eine hervorragende Rolle spielt. () 
dies auf dem Mangel an Sauerstoff oder auf einem anderen Mange 
an Co-enzymen oder innersekretorischen Bestandteilen des Blute 
oder zuletzt auf ganz anderen Umstiinden beruht, muB bis ay; 
weiteres als eine offene Frage betrachtet werden. 


Einleitend wurden einige neue Versuche angestellt, cine, 
etwaigen Gehalt normaler Milch an reduzierende Monosaccharidey, 
Glucose oder Galaktose, festzustellen. Diese Frage scheint aller. 
dings von friiheren Forschungen in negativer Richtung beantworte 
zu sein, ich fand es aber von Interesse, die Milch einiger Kiihe 
der hiesigen Hochschule (also keine Mischmilch) nach einer neuen 
Methodik zu untersuchen. 

5 eem entfettete (centrifugierte) Milch wurden in einem geschlossene 
Kollodiumsiickchen gegen 20 cem destilliertes Wasser bei Zimmertemperatu 
dialysiert. Von Zeit zu Zeit wurden der diuBeren Fliissigkeit kleine Probe 
entnommen und auf Totalzucker (Zuckerbestimmung nach Bertrand) s: 
wie auf Reduktionsfihigkeit gegen gepufferte Barfoedsche Lisung qua 


titativ untersucht. Die Verteilung der Totalreduktion (in den Tabrlle 
als ,,Milchzucker“ angegeben) erfolgt bei der Dialyse quantitativ inne: 
halb 3—4 Stunden (bei einem Milchzuckergehalt der entrahmten Mile! 


von 4—4,5°/,). 

Der gefundene Gehalt an Stoffen, welche saure Kupferlisur: 
reduzieren, ist in allen Fillen minimal. Nach beendigter Dialys 
deutet die Reduktion der iiueren Fliissigkeit gegen die Bartfoet- 


sche Lésung allerdings auf einen Gehalt der Milch an etwa 


0,1°/, Monosen, wiederholt man aber den Versuch in ,,dynamischer 
Weise, werden also von Zeit zu Zeit vergleichende Reduktiou- 
analysen mit saurer und alkalischer Kupferlésung ausgefiibrt, : 
findet man, daB die Diffusion derjenigen Stoffe, welche die sau 
Kupferlésung reduzieren, durch die Membran wesentlich langsame 
erfolgt als die Diffusion des Milchzuckers, wonach diese Substanze 
also im wesentlichen nicht aus freier Glucose bzw. freier Galak 
tose bestehen kénnen. 





trp 
ait 


Mon 


Men 


Men 


Men 


Men 


Mer 


Mer 














Enzymatische Versuche mit Milchdriisen. 209 


Bei den Bestimmungen des Totalzuckers nach Bertrand wurden 2 cem 


he ‘sung (oder 1 ccm und 1 ecm Wasser) mit 2cem Bertrands Lésung A 


nd2ccm Bertrands Lésung B ('/,, der gew6hnlichen Mengen) im Probier- 
yes vemischt und wie bei den Bestimmungen der Monosaccharide 6 Minuten 
nm siedenden Wasserbad gehalten, wobei Wasserstoff durchgeleitet wurde. 


Das Kupferoxydul wurde in saurer Ferrisulfatlésung (Bertrands Lésung C) 
| gelést und mit auf die Hilfte verdiinnte Permanganatlosung nach Bertrand 
ais der Mikrobirette titriert. Kontrollanalysen an reiner Glucose gaben, 
| pach den Bertrandschen Tabellen berechnet, sehr gute Resultate. Uber 


jie Bestimmung der Reduktion gegen gepufferte Barfoedsche Lésung 
Monosen) vgl. die vorhergehende Mitteilung. 
Die Resultate werden in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 





Reduktion gegen 
Kuh »Milchzucker“ | saure Kupferlésung 
(ber. als Glucose) 





“Vega II, 3 ects en Partus. 








Dialyse 4 Stunden 4,38 °/, — 
» 8 4,35 0,09 °/, 
Vega, 5 Monate nach Partus. 
Membran Nr. I. Dialyse 30 Minuten 1,83 0,00 
-~ Oe « 2,88 0,01 
Membran Nr. II. Dialyse 2 Stunden 3,48 0,02 
- 2 % 3,78 0,04 
a en 4,52 0,08 
Kulla, 6 Wochen nach Partus. 
Membran Nr. I. Dialyse 30 Minuten 1,66 0,01 
<_< a 2,54 0,025 
Membran Nr. II. Dialyse 2 Stunden 3,70 0,02 
— Se 3,90 0,08 
» 25 ” 4,33 si 
Vega II, siehe oben. 
Membran Nr. I. Dialyse 30 Minuten 1,66 0,03 
« & w 2,98 0,08 
Membran Nr. II. Dialyse 2 Stunden 4,05 0,10 
_~ 4,41 0,10 








Nachdem die Reduktion gegen saure Kupferlésung mit Riick- 
sicht auf den anwesenden Milchzucker korrigiert worden ist (vgl. 
vorhergehende Mitteilung), resultieren nur duBerst kleine Reduktions- 
zahlen, welche auf anwesende Monosen zuriickgefiihrt werden 
kinnen. Da die Diffusionsgeschwindigkeit dieser Reduktion nur 
etwa '/,—1/, der Diffusionsgeschwindigkeit des Milchzuckers aus- 
maclt, kann auf vollige Freiheit der Milch von Monosen geschlossen 
werden. Auf eine Verschiedenheit der Milch der verschiedenen 


‘‘oppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemio. CLXXXVIII, 14 
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Kiihe darf mit Riicksicht auf die kleinen Zahlen nicht geschlosg,, 
werden. 

Diese Kiihe gehérten simtlich zu der nordschwedischen hor, 
losen Rasse. Der Milchzuckergehalt ihrer Milch wechselt, yj, 
man sieht, innerhalb der ganz normalen Werte 4,33—4,52°/ | qj, 
Reaktion der Milch, elektrometrisch gemessen, betrug p,, = 6,57 - 
6,71, die Harnreaktion betrug p,, = 8,26 — 8,56. 


Bei den enzymatischen Versuchen mit Milchdriisen wurd. 
folgende Versuchsmethodik befolgt. 100 g gewaschene und ge. 
mahlene Driise wurde in einem Erlenmeyerkélbchen mit 200 ccy 
Zuckerlésung von 2,5—5°/, (5—10g Zucker) gemischt und nach 
Zusatz von 1 ccm Toluol im Brutschrank bei 37° aufbewaby:, 
(In einigen Versuchen wurde mit kleineren Mengen Driise wn\ 
Zuckerlésung gearbeitet, aber an den Proportionen nicht geiindert, 
Mit Zwischenriumen von in der Regel 24 Stunden wurden Probe, 
von 5 g gegen 20 ccm Wasser dialysiert und die Zuckerkonzeu- 
tration durch Reduktionsanalysen in der AuBeren Fliissigkeit jy. 
stimmt. Durch vergleichende Analysen wurde indessen spite 
festgestellt, daB die Dialyse hier iiberfliissig ist, durch Verdiinna 
mit Wasser und Filtrieren bekommt man bei den hier erforder. 
lichen Reaktionszeiten iibereinstimmende Resultate. Bei Versuchu 
mit 2,5°/, Zucker (5g Zucker auf 100 g feuchte Driise) 1s 
die Flissigkeit innerhalb 2—4 Tagen in der Regel villi 
zuckerfrei. 

Bei Kontrollversuchen ohne Zusatz von Zucker trat in da 
Fliissigkeiten keine Reduktion auf. Dies beruht darauf, daB der 
Zucker aus kohlehydrathaltigen Stoffen der Driise, welcher enzy- 
matisch (oder durch Diffusion) in Freiheit gesetzt wird, in derselben 
Weise wie zugesetzter Zucker gespalten wird. Die Menge diese: 
den Driisenbestandteilen entstammenden Zuckers konnte in der 
Weise geschitzt werden, dab ein Versuchskolben mit Salicylsaure 
versetzt wurde. Die Salicylsiiure hebt die Zersetzung des Zuckers. 
ebenso wie bei der alkoholischen Girung in saurem Mediu, 
vollig auf, wodurch die Zuckeranalysen einer solchen Versuchs- 
reihe durch Freilegung von Zucker aus der Driise stetig au- 
steigende Werte ergeben. 

Der Toluolzusatz, welcher zur Fernhaltung von Hefen uni 
Milchsaurebakterien erfolgreich angewandt wurde, scheint iiberhaup! 
keine Kinwirkung auf die studierte Destruktion des Zuckers aus- 
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veiibt zu haben. In einer Versuchsreihe mit — wie sich aus 
jem Verlauf der Reaktion ergab — besonders gutem enzyma- 
;schem Material, wurde teils ohne Zusatzstoffe in méglichst steriler 


Weise, teils mit Toluolzusatz, teils mit einem Zusat: von Thymol 


gearbeitet. In einem Tag waren schon 58°/, des zugesetzten 
7uckers (5 g Glucose bzw. Glucose-Galaktose auf 100 g Driise) 
‘) simtlichen Kolben verbraucht worden, erst nach zwei Tagen 
wurde eine Verschiedenheit beobachtet, welche darin bestand, daB 
der Versuch mit Thymolzusatz etwas langsamer verlief. In den 
ibrigen Versuchen war der Zucker fast véllig verbraucht, ohne 
jaB eine Milchzuckerbildung — auch nicht in den Versuchen 
ohne Antisepticum — festgestellt werden konnte. 


Der zeitliche Reaktionsverlauf (auch bei 37°) macht zuweilen 
einen etwas befremdenden Eindruck. Die Geschwindigkeit, wo- 
wit der zugesetzte Zucker nach den Reduktionsanalysen abgebaut 
wird, ist nimlich zuerst relativ klein, am zweiten ‘lage indessen 
in der Regel wesentlich gréBer. Dieser Befund kann indessen 
mit dem Gehalt der Driise an gebundene Kohlenhydrate in Zu- 
sammenhang gesetzt werden, wahrscheinlich wird dieser Zucker — 
wenigstens zum Teil — zuerst angegriffen, wodurch die Be- 
schleunigung des Abbaus des zugesetzten Zuckers zum Vorschein 
kommt bzw. nur eine scheinbare ist. Auch mu8 beriicksichtigt 
werden, daB die Wasserstottionenkonzentration bei der beschriebenen 
Anordnung der Versuche keine konstante ist. Unmittelbar im 
Anfang ist die Reaktion fast neutral, p,, = 6,6—7,0 (ungefaihr 
wie die Reaktion frischer Kuhmilch), sie wird aber allmahlich 
sauer infolge der Bildung von Milchsiiure und fliichtigen Sauren, 
p,, betriagt zuletzt zwischen 4 und 5. In einem Versuch wurde 
durch Zusatz von Phosphatmischung die Reaktion p,, = 6,7 fixiert, 
die Umwandlung des Zuckers wurde indessen durch diesen 
Phosphatzusatz betrichtlich verzégert. Im Anschlu8 daran wurden 
in zwel Parallelversuchen (mit und ohne Zusatz von Zucker) die 
direkt mit Magnesiamischung fallbaren Mengen Phosphorsiure 
untersucht. Ks erwies sich, da& wiihrend des Versuchs keine 
Uberfithrung der Phosphorsiure in organische Phosphorsiureester 
stattfindet. 


Im folgenden werden die Versuche tabellarisch zusammen- 
gestellt. 


_ VersuchI. Bei 18°, 100 g Milchdriise, 200 cem 5°/,ige Zuckerlésung 
'g Glucose, 5 g Galaktose), 1 cem Toluol. 


14* 
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Zuckerbestimmungen nach Dialyse von 5g gegen 20 ccm Wasger jy, Al 
je 0,3 cem Dialysat. Gs 
: Zucker Riickgang 

, Zeit (Monosen) °/, der zugesetzten ” 
in Tagen . M dl 
in g enge . 
0 10 — LV 

1 9,8 2 
4 8,8 12 W 

6 8,0 20 

7 7,5 25 

8 6,7 33 
10 1,4 26 ™ 

12 8,0 20 

13 8,0 20 

14 8,0 20 








Bei Zimmertemperatur ist die Reaktionsgeschwindigkeit also 
sehr gering. In 8 Tagen wurden 33°/, der zugesetzten Monosen 
verbraucht. Der Riickgang der Erscheinung beruht wahrscheinlich 
auf Autolyse der Driisenbestandteile. 


Versuche II[—IV. Bei 37°. Proportionen Milchdriise: Zuckerlisung 
wie im vorigen Versuch. In simtlichen Kolben Toluol. 
In IL Glucose und Galaktose (je 2,5°/,). 
In Ill . - " (je 2,5°/,) 10 eem 0,15-Mol. 
Phosphat von py = 6,7. 
In IV Glucose (5°/,). Ohne Puffer. 


a 














II III IV 
Zeit — 7 
in Zucker ‘Riickgang aucker 'Riickgang “mel  Riickgang 
Tagen (Monosen) | o/, (Monosen) °/, (Monosen) 0) 
ing | ing | in g 
0 -_ 1 10 _ 10 _ 
1 7,6 | 24 82 | 18 88 , 12 
2 7,0 | 30 7,2 | 28 80 , 20 
3 62 88 76 | 24 7,0 3 
4 4,6 44 7,6 24 5,5 45 











Da in siimtlichen Kolben lebhafte Gasentwicklung stattfand, 
wurden die Versuche abgebrochen und auf Hefe und Alkohol 
untersucht. Hefe wurde nicht gefunden, der etwaige Alkoholgehalt 
war ganz minimal. In einem spiiteren Versuch (V) wurde die 
Priifung auf Alkohol revidiert: die Liésung enthielt etwa 0,(6° 








) 
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\lkohol (entsprechend 1,8°/, des verbrauchten Zuckers). Die 
Gasentwicklung war also sicher nicht von einer alkoholischen 
(Hirung verursacht worden. 

Wie aus den oben beschriebenen Versuchen hervorgeht, ist 
die Mischung Glucose-Galaktose schneller angegriffen worden als 
reine Glucose. Die Phosphatlésung hat die Erscheinung nach 
zwei T'agen aufgehoben. 


Versuche V—VII. Bei 37° Proportionen Milchdriise: Zuckerlésung 
wie vorher, In samtlichen Kolben Toluol. 
In V Glucoselésung 5°/,. 
In VI Galaktoselésung 5°/,. 
In VII Glucoselésung 2,5°/,. 











V VI VII 
Zeit a ’ 

in ~aagnd | Riickgang Zucker | Riickgang Zucker | Riickgang 

Tagen (Monosen) | 0, (Monosen) 0) (Monosen) | 0}, 

ing | in g ing | 

0 10 ~~ 10 | _ 10 _ 
1 8,4 16 87 | 13 3,7 26 
2 5,9 41 18 | 2 1,2 76 
3 1,9 81 4,5 | 55 0,13 97 
{ 1,2 88 26 | 74 . _ 
5 - _ 2,5 15 — _ 

















Da der Riickgang der Reduktion der Monosen in Versuch VII 
fast vollstindig war, wurde hier in den Dialysaten besonders nach 
Milchzucker gesucht — das Resultat war aber in simtlichen Ver- 
suchen negativ. 

Der Abbau verlief bei Glucose etwas schneller und _ voll- 
stiindiger als bei Galaktose. 

Da Milchzuckerbildung fehlte, wurde in der nichsten Versuchs- 
reihe ein Versuch mit einem anderen Antisepticum (Salizylsiure) 
angestellt und ebenso ein Versuch mit Milchzucker unter Toluol- 
zusatz, um zu sehen, ob auch dieser Zucker unter den bisher 
studierten Bedingungen angegriffen wird. 


Versuche VIII—XIi. Bei 37°. 
in VIEL Milechdriise und Wasser ohne Zucker. Proportionen wie friiher. ‘Toluol. 
In IX Glucoselésung 2,5°%,. Toluol. 
In X Lactoselésung 2,5°/,. Toluol. 
In XI Glucoselésung 2,5°/,. Salizylsdure (0,3 g). 

Gasentwicklung trat in simtlichen Kolben ein, auch in Versuch VII] 
ohne Zuckerzusatz. Die Dialysate dieses Versuchs waren indessen immer 
irei yon reduzierendem Zucker. 











Olof Svanberg, 






































a Le 


Ix x Ff XI 


Zucker 
" (Monosen) 
| lo ‘ 

| — 

/ — | 5 oe 
| 44 5,5 10 : L 
} : ; 


in aucker Riickgang 
Tagen |(Monosen) | of, (Lactose) ; 


in g | in g 


| 
Steigerung 


°/ 0 


0 D — D 
1 3,5 30 2 
2 2,5 50 045 | 91 5,8 16 | 
3 0,23 95 0,03 | 99 6,1 29 stu 
4 0,01 100 - --- -~ ate 
6 — 7 - —- 6,4 | 28 


Ein Vergleich der Versuche 1X und X ergibt, daB der Milch. 
zucker mit einer viel gréBeren Geschwindigkeit angegriffen wurde 
als reine Glucose. Der Milchzucker verhalt sich also in diese; 
Hinsicht wie ein Gemisch aus Glucose und Galaktose (vgl. dic 
Versuche II und IV). 

Auffallend ist auch das Verhalten im Versuch XI, wo die 
Reduktion gegen saure Kupferlésung iiber den Anfangswert an- 
steigt. Die Salicylsiure hat den Abbau der Glucose aufgehoben, 
gleichzeitig sind aus der Driise reduzierende Substanzen in Lisung 
gegangen, in einer Menge entsprechend 1,4 g Glucose aus 100 ¢ 
Milchdriise. (Das Trockengewicht der Driise war 21,65°/,, darunte: 
7,76°/, Fett.) - 

Im Filtrat nach Versuch IX wurde nach Hydrolyse mit n/5- gl 
HCl nach reduzierenden Substanzen gesucht, jedoch keine gefunden. 

Da eine Milchzuckersynthese also nicht erreicht worden war, 
wurde in der folgenden Versuchsreihe in zwei Versuchen ohne 
Desinfektionsmittel gearbeitet und vergleichende Versuche mit 
Zusatz von Toluol bzw. Thymol angestellt. 

Auch in diesen Versuchen konnte in keinem Fall eine Bil- 
dung von Milchzucker beobachtet werden. Die Geschwindigkeit ‘. 
ist in allen vier Versuchen sebr iibereinstimmend, mit einer Aus- 
nahme fiir den Umstand, daB der Versuch mit Thymol (XIV) zu- 
letzt gehemmt wurde. P 

Die Reaktionsgeschwindigkeit ist hier gréBer gewesen als in 
simtlichen tbrigen Versuchen. Das Euter stammte in diesem 
Fall von einer gut genihrten, etwa achtjaihrigen Kuh der weiben 

















und der schwarzen Rasse. ( 
Wenn die Zuckeranalysen der Versuche XII, XIII und X\ s 
in einer Figur eingetragen werden, fallt es auf, daB das Anti- ¢ 


septicum Toluol ganz ohne Einflu8 gewesen ist. 





lig 
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Versuche XII—XV. Bei 37° 
In XII Glucose-Galaktoselésung 2,5°/,. Kein Antisepticum. 
In XIII Glucoselésung 2,5°/,. Toluol. 





























In XIV a 2,5°/,.. Thymol. 
In XV “ 2,5°/). Kein Antisepticum. 
XII XIII XIV XV 
Zeit a Ey be | = ta | a - = 
in a = Bp ° a, oO & © i} a a. a o0 Rp ° 
Stunden 3 | ‘3 ail 3 = 3 3 - eC o 3 a 3 o~ 
LL a a |S | 2 
0 anal 5 —_ 5 —_—- 5 — 
6 4,6 8 ron -_ — - - 
17 — _ _ ; — 2,6 | 48 
20 2,1 58 aa “i — | — — | 
21 - j= _ - 21 , 58 | 
22 — — 2,05 59 —~ jf — - ae 
29 - = _— — — | - in | 7 
41 01 | 98 | 0,1 98 13°) 74 02 | 96 

















Versuch XVI. Der schnell verlaufende Abbau der Lactose 
‘Versuch X) ist auch insoforn von Interesse, als es auf einen 
Gehalt der Driise an einer Substanz hindeuten kénnte, welche 
unter den studierten Bedingungen als Lactase wirksam sein kénnte. 
In Versuch XVI wurde Versuch X in der Weise wiederholt, dab 
gleichzeitige Bestimmungen des Totalzuckers und der Mono- 
saccharide ausgefiihrt wurden. Es wurde indessen keine auf 
Monosen hindeutende Reduktion beobachtet. Wenn Lactase wirk- 
lich vorhanden ist, wirkt sie also nicht schneller als die ab- 
bauenden Enzyme und entzieht sich so dem Nachweis. Auch 
in dem Filtrat einer unter Toluolzusatz bei Zimmertemperatur 
autolysierten Driise konnte keine Lactasewirkung festgestellt 
werden. 

Versuche XVII—XVIII. In zwei Versuchen, XVII ohne Zuckerzusatz 
und XVIII mit 5 g Glucose, wurden nach dem Verschwinden der Reduktion 
bei 87° vergleichende Analysen auf direkt mit Magnesiamischung fillbare 
Phosphorséure ausgefiihrt. 

10 ecm Filtrat gab in Versuch XVII 0,0233 g Mg,P,0, 
10 ecm “ -— “ XVIII 0,0197 g Mg, P.O, 

Die Menge des freien Phosphats ist also sehr klein und der 
Unterschied unbedeutend. Umgerechnet auf Hexosediphosphor- 
sdureester entspricht er einer Phosphorylierung von héchstens 2°/) 
des Zuckers. Wahrscheinlich hat also keine Bildung von Phos- 
phorsaiureestern stattgefunden. 
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Versuche XX—XXII. Bei 37°. 100 g Milchdriise, 200 cem Zy¢k,., 
lésung. 1eem Toluol. 
In XX: 2,5°/, Glucoselésung. 
In XXI: 5%, ¥ 
In XXII: kein Zucker. 





XX | XXI 
Zeit Zucker >i ok Zucker Ri 
in Tage iickgang ickeans 
in Tagen (Monosen) eesBE"6 | (Monosen) lickgang 
. in . } 0 
In g ” in g eh 
0 Hy) — 10 
» 3.25 35 
3 0, 98 7,9 | 25 








In den Filtraten von den Versuchen XX und XXII wurde) 
Bestimmungen der fliichtigen Sauren und Milchsiurebestimmungen 
unter Kinhaltung der von Hirsch-Kaufmann}!) angegebeney 
Bedingungen ausgefihrt. 

Die Milchsiurebestimmungen gaben dabei das interessante 
Resultat. Es wurde gefunden: 

in 1 cem Filtrat von Versuch XXII ohne Zucker 4,32 mg Milchsiiure 
4,06 ,, ‘ 
Mittel: 4,19 ,, 
in 1 cem Filtrat von Versuch XX mit 5 g Glucose 15,80 ,, 
16,00 ,, a 
Mittel: 15,90 ,, i 

Die gefundene Menge Milchsiiure entspricht im Versuch X\ 
95°), der abgebauten Glucose. Ks diirfte indessen richtiger sein, 
eine Korrektion fiir die im blinden Versuch (ohne Zuckerzusatz 
gebildete Milchsiure anzubringen. Demnach berechnet sich die 
Menge Milchsiiure, welche aus der zugesetzten Glucose ent- 
standen ist, zu 70°/, dieses Zuckers, vorausgesetzt dab die 
Milchsiiurebildung aus Bestandteilen der Driise in den beiden 
Fallen ebenso groB war. Die Milchséurebildung im blinden Ver- 
such deutet auf einen Zuckergehalt der Driise an 1,8 g¢ pro 100¢. 
Dies stimmt wenigstens der GréBenordnung nach mit dem Ver- 
such XI, wo nach Salicylsiurezusatz eine Reduktion entsprechend 
(mindestens) 1,4 g Glucose pro 100 g Driise gefunden wurde 
(méglicherweise hat diese Erscheinung keinen quantitativen Ver- 
lauf gehabt). 


) Diese Z. 140, 25 (1924). Vgl. Meyerhof 141, 315 (1924). 
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ickey 25 ecm der Filtrate wurden mit 25 ccm destilliertem Wasser 
verdunnt und 25 ccm Fliissigkeit abdestilliert. Das Destillat ver- 
prauchte im blinden Versuch 0,10 ccm n/1-NaOH, im Versuch mit 
5g Glucose 0,415 ccm*(gegen Phenolphthalein). Als Essigsaure 
herechnet entspricht dies in derselben Weise wie oben 4,5°/, des 
Zuckers. Auch hier deutet die Analyse des blinden Versuchs auf 
einen Zuckergehalt der Driise von derselben GréBenordnung wie 
Ly friher, oder 1,6°/,, wenn auch mit geringerer Genauigkeit. 


Versuche XXIII—XXIV. Bei 37° im Wasserthermostaten. 40 g Milch- 
driise, 80 cem 5°/, Gluecoselésung. 0,5 cem Toluol. 


Versuch XXIII. Die Lésung wurde mit CO, gesiittigt, CO,-Biirette 
vorgelegt und die Luft vollstindig mit CO, aus der Apparatur verdringt. 


Versuch XXIV ist Parallelversuch ohne CQ,. 


Die friiher beobachtete Gasentwicklung blieb in diesen Versuchen bei- 
nahe véllig aus. Nach drei Tagen wurde vor dem Abbrechen der Versuche 
an der Biirette 12 cem abgelesen, entsprechend nur 1,2°/, der 2 g Glucose. 

Die Zuckeranalysen ergaben folgendes: 

Versuch XXIII: Anfangs 2g Glucose. 
We Nach 8 Tagen 0,11 g Monosen (Barfoed) 
0,12 g Totalzucker (Bertrand) 
ber. als Glucose, also keine oder 
verschwindend kleine Bildung von 
Lactose. 
Versuch XXIV: Anfangs 2 g Glucose. 
Nach 3 Tagen 0,08 g Monosen (Barfoed) 
0,53 g Totalzucker (Bertrand) ber. als Lac 
tose. 


In dem letzten Versuch iibersteigt die Totalreduktion wesent- 
lich die der Monosaccharide (der Glucose). Nach den Reduktions- 
zahlen sollte hier 22°/, der anfanglich zugesetzten Glucose in 
Lactose umgewandelt worden sein. 

Dieser Befund wurde durch Darstellung von typischem Lac- 
tosason aus dem Filtrat von Versuch XXIV und Kontrolle dessen 
Schmelzpunkt (gef. 198°) erginzt. Einige azidimetrische Ti- 
trierungen ergaben im Vergleich mit Versuch XX fast iber- 
einstimmende Werte, was auf Milchsiurebildung derselben GréBen- 
ordnung hindeutet. 

Die beschriebenen Beobachtungen sind nur als einleitend zu 
betrachten. Zum weiteren Studium der Milchzuckerbildung ist 
vor allem nach Mitteln zu suchen, welche die Bildung der Milch- 
siure selektiv unterdriicken, bzw. die Milchzuckerbildung selektiv 
begiinstigen. 
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Friihere Studien und Beobachtungen iiber denselben Gegen. 
stand liegen u. a. von Rbhmann!) vor, Zur Verwertung seine; 
Resultate muB aber auch auf eine zusammenfassende Darstellung 


von Magnus-Levy?”) hingewiesen werden. 


Dem Rektor der hiesigen Hochschule, Herrn Professor 
A.V. Sahlstedt, bin ich fir sein woblwollendes Interesse 2, 


vielem Dank verpflichtet. 


‘) Biochem. Z. 93, 237 (1919). 
‘) Oppenheimers Handbuch der Biochemie VIII, 404 (1925). 








Zur quantitativen Bestimmung der Monosaccharide 
in Gegenwart von Milchzucker. 
Von 


6 2U 


Olof Svanberg. 





{us dem Physiol.-Chem. Laboratorium der Tierarztlichen Hochschule in Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27, Februar 1930.) 


Die Méglichkeit, quantitative Bestimmungen von Mono- 
sacchariden oder Gemische von Monosacchariden, wie Glucose 
und Galaktose, in Lésungen ausfiihren zu kénnen, welche gleich- 
zeitig Lactose enthalten oder in Lésungen, wo Anwesenheit von 
Lactose vermutet werden kann, ist ein fiir viele pathologische 


und physiologische Fragen grundlegendes Problem. 


Zum qualitativen Nachweis der Monosen in Gegenwart von 
Milchzucker ist das Reagens von Barfoed’) (oder die Bartoed- 
Soldainische Lésung) seit langem bekannt. Diese schwach saure 
kupferlésung (Kupferacetat in verdiinnter Essigsiure) wird be- 
kanntlich von den Monosen in der Siedehitze zu rotem Kupfer- 
oxydul reduziert, von Milchzucker wenigstens bei miBig langem 
Kochen nicht oder nur wenig angegriffen, was vermutlich auf 
verschiedene Reduktionspotentiale der Zucker beruht. DaB dieses 
interessante Verhalten nicht friiher zu einer allgemein bekannten, 
quantitativen Methode ausgeformt wurde, beruht wahrscheinlich 
auf Schwierigkeiten, bei einer und derselben Zuckermenge kon- 
stante und hinreichend reproduzierbare Mengen Kupferoxydul zu 
erhalten. Ebenso entstehen erhebliche Schwierigkeiten bei Gegen- 
wart von anderen Stoffen. Organische und anorganische Ver- 
bindungen, sogar Natriumchlorid, rufen in der schwach sauren 


Kupferlésung Niederschlaige hervor (Aussalzung von Cu(OH), 
der Siedehitze usw.). 


Unsere ersten orientierenden Versuche mit dem Barfoedschen 


' Z. anal. Chem. 12, 27 (1873) 





Reagens zu einer annaherungsweise quantitativen Lésung der Frage 
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zu gelangen, wurden ausgefiihrt wie eine Zuckerbestimmung nq,; 
der bekannten Methode von Bertrand: 10—100 mg Zuckey ;, 
20 com Wasser wurden mit 20 ccm der essigsauren Kupferlisuns 
(13,3 g krystallisiertes Kupferacetat in 200 ccm Essigsiiure ve 
1 °/,) versetzt und 3 Minuten im Sieden gehalten. Die Fliissigkg;, 
wurde, noch warm, durch ein gewdhnliches 7 cm Filtrierpapie: 
vorsichtig abgegossen, so daB die Hauptmenge des roten Niedo:. 
schlages im Kolben zuriickblieb. Nun wurde mit 20 ccm Wasgo; 
gewaschen und das Waschwasser durch dasselbe Filter 4). 
dekantiert. Der Kolben wurde unter den Trichter gestellt yyq 
das Filter mit 20 ccm saurer, ferrosalzfreier Ferrisulfatlésung 
welche durch eine Pipette zugesetzt wurde, versetzt, und nach 
Ablaufenlassen mit destilliertem Wasser aus der Spritzflasche 
nachgewaschen. Die schéne griine Lésung wurde nach Up. 
schwenken sofort mit Permanganatlésung (5 g KMn0O, pro Lite, 
N = 0,1570) titriert: 


100 mg Glucose in 8 Analysen, Verbrauch 10,1—10,4—10,35 cem Permangany: 
100 mg Lactose, " 0,10—0,20 cem Permanganat. 


Der Unterschied im Reduktionsvermégen ist, wie man sieht. 
erheblich und diirfte zur Ausbildung einer quantitativen Trennung:- 
methode als zureichend betrachtet werden. Die Ubereinstimmung 
zwischen den 3 Analysen mit 100 mg Glucose ist auch gut 
Wiederholt man aber den Versuch mit Bunsenflammen ver- 
schiedener GréBe, so daB die Zeit der Erhitzung, ehe die kupfer- 
und zuckerhaltige Fliissigkeit ins Sieden kommt, variiert, so er- 
hielt man, wie die folgende Zusammenstellung mehrerer Analysen 
mit verschiedenen Zuckermengen zeigt, weit auseinandergehend: 
Resultate: 


Glucose cem Permanganatlésung (Bertrandsche 
mg (Siedezeit 3 Minuten) 

MB 1 nn sews. Sh ~~ ~— ee 
M...saeners. He~ Wu Oe 
Mauawiaes. B= O- Bie 
Mans isnsas. 2 — GB G8 ~— tm 
WM... 4s. SO— O— Of 
Butuwvesan. ~~ — Opt 

40 ....... . 5,80 — 5,80 —- 5,65 
Mivcavvcuses = Gu of 

Bou wawas. s ~ 2 on 
20... . ss + . «62,88 — 2,96 — 38,27 


Resa esvsss GO— Bm om 
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Im AnschluB an diese Analysenreihe wurden Versuche an- 
stellt, die essigsaure Lésung durch weinsaure, milchsaure bzw. 
shosphorsaure Lésungen zu ersetzen. Von diesen ist nur die 
nilchsaure Liésung haltbar, auch nach Pufferung mit Lactat 
«urde indessen keine Reduktion erhalten. Weinsaure und phos- 


phorsaure Lésungen geeigneter Aciditiit erzeugen Niederschlige 
son schwerléslichen Kupfersalzen. 

Durch folgende Anderungen in dem urspriinglichen Verfahren 
velang es, zuletzt eine Methodik zu erhalten, welche allerdings 
nicht allzu hoch gestellte Anspriiche erfiillt, aber doch in vielen 
Fallen anwendbar sein diirfte. In einer folgenden Mitteilung soll 
iber einige Versuchsreihen berichtet werden, welche den Zucker- 
umsatz exstirpierter Milchdriisen betreffen, wobei die Methode gute 
Dienste geleistet hat. 

Die Menge des Reaktionsvolumens wird von 40—4 ccm ver- 
ringert. Man nimmt also von der zuckerhaltigen Fliissigkeit, 
welche méglichst frei von EiweiBstoffen und anderen Substanzen 
sein muB, 2 ccm, und versetzt diese in einem gewoéhnlichen Probier- 
réhrchen (etwa 17-145 mm) mit 2 ccm mit Natriumacetat ge- 
pufferter Barfoedscher Lésung. Das Erhitzen wird durch Kin- 
stecken der Réhre in einem Becherglas mit siedendem Wasser 
ausgefihrt und ist nach genau 6'/, Minuten durch Aufheben der 
Rébre abzubrechen. Es wird durch diese Anordnung fiir gleich- 
mibige Erwirmung gesorgt. Das Becherglas ist mit einem 
passenden Deckel versehen (z. B. aus Blei), worin ein oder 
mehrere Réhren federnd festgehalten werden kénnen. Ehe das 
Erhitzen beginnt und wihrend des Erhitzens wird durch eine 
spitz ausgezogene Glasréhbre Wasserstoff (aus reinem Zink und 
Salzsiure) langsam durchgeleitet (etwa 80 Gasblasen pro Minute 
sind hinreichend), um eine Oxydation des empfindlichen Kupfer- 
oxyduls durch den Luftsauerstoff zu verhindern. Die zuckerhaltige 
Fliissigkeit soll in den 2 ccm 1—5 mg Monosen enthalten, die 
besten Resultate erhalt man mit 1—3 mg Zucker. Auch kleinere 
Quantititen als 1 mg kénnen indessen zur Bestimmung bzw. 
Schatzung in Betracht kommen, jedoch nur mit verhiltnismabBig 
geringerer Genauigkeit. 

Wird die Flissigkeit wihrend des Erhitzens in erheblichem Grade 
von Ausflockungen getriibt, welche sicher nicht aus Kupferoxydul bestehen, 
muB das Resultat durch Analysen an mehr verdiinnter Zuckerlésung kon- 


trolliert werden. Bestand der fremde Niederschlag aus Stoffen, welche 
siure Ferrisulfatlésung nicht zu Ferrosalz reduzieren, und wurde keine er- 
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hebliche Menge des Kupfers mit ausgefillt, ist eine solehe Triibung gf;,... 
ohne Belang. 

Nach dem Erhitzen wird die Fliissigkeit durch ein 7 ¢,. 
Filter, das mit Wasser in dem Glastrichter gut angebracht js 
dekantiert und das ganze einmal mit etwa 7 ccm Wasser we. 
waschen, wobei die kleine Glasréhre als Stab zur Umriihripy 
zur Anwendung kommt. Man 1abt dann zwei bis hichstex: 
4 ccm Ferrisulfatlésung nach Bertrand portionsweise durch ej). 
Pipette auf das Filter und in das untergestellte Probierglas 1; 
der Hauptmenge des Oxyduls langsam flieBen und wischt einm,! 
mit nicht zu wenig Wasser nach. Nach Umschiitteln und Um. 
riihren mit der Capillare, welche dann entfernt wird, wird ay; 
den Inhalt der Réhre mit Permanganat aus einer Mikrobiirette 
(nach Bang oder anderer zuverlissiger Ausfithrungsform) titrier:, 
Gegen das Ende der Titration nimmt man nicht ganze Tropfi 
an der inneren Wand der Roéhre — man kann gefahrlos dip 
letzten kleinen Anteile des Permanganats in der Weise zu: 
Lésung bringen, daB man die Réhre ein- oder zweimal gege: 
das Innere des Daumens verschlieBt und umwendet. 

Die Methode, bei der nicht das ausgefallte Kupferoxydul, 
sondern das iiberschiissige Kupfer zur Bestimmung gelangt, z. }} 
jodometrisch, ist hier aus mehreren Griinden weniger geeignet 
als die Bestimmung des gefiallten Oxyduls. Das Kupfersalz 1s: 
nimlich hier in ziemlich groBem UberschuB vorhanden, desse: 
Bestimmung wiirde also die prozentuelle Genauigkeit beeintrich- 
tigen. Andererseits gibt es viele Substanzen, welche klein 
Mengen Kupfer ohne Reduktion zur Ausfallung bringen; diese 
Substanzen wirden bei Bestimmung des iiberschiissigen Kupfers als 
Zucker mitgerechnet werden und zu hohe Resultate veranlassen. 

Die zu der Methode erforderlichen Liésungen sind die folgenden: 

I. Gepufferte Barfoedsche Kupferlésung. 10,4 g reiner 96—100°%), ige: 
Eisessig, 66,5 g krystallisiertes Kupferacetat, 7 g krystallisiertes Natriun- 
acetat zu 1 Liter. 

Die Lésung wird in der Hitze bereitet und wenn notwendig, kia 
filtriert. Ist man iiber die Reinheit der Priparate nicht geniigend orientiert, 
bereitet man am besten eine kleinere Menge, etwa 100 cem, und stellt da 
mit Kontrollanalysen an 1—2 mg getrocknete ,,Glucose anhydricum Merck” 
an. Eine Umkrystallisation des Kupferacetats konnte hier vermieden werder 
indem die Resultate mit und ohne krystallisiertes Salz tibereinstimmten. 

Die Lésung ist bei Zimmertemperatur iibersiittigt und mu8 im Brut 
schrank bei etwa 37° aufbewahrt werden. 


II. Ferrisulfat-Schwefelsiure (Bertrands Lésung C). 50 g reine: 
Ferrisulfat, 200 g reine Schwefelsdure zu 1 Liter. 
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In der folgenden Tabelle werden einige Analysen, wahrend 























Oftey 
»ehrerer Wochen gesammelt, zusammengestellt. 
vo Glucose 0,5—5 mg in 2cem. 2 ccm gepufterte Barfoedsche Lisung. 
Be Gl Permanganat-| 1 mg — Gefunden 
‘ung ucose = ccm Perman- 
i 5 verbrauch ganat Glucose 
ens nae 
" “ 0,0785 n. wabrscheinlicher 
Blue ng , cem Wert mg °/o 
mW] i : “= — ————- —— = 
1 0,5 0,025 0,195 0,50 0,025 
a 0,200 0,390 0,51 | 0,026 
“ 0,190 (1,95 mg Cu) 0,49 | 0,024 
alll | 
tte 10 | 0,05 0,380 0,99 0,049 
” | 0,390 1,01 0,051 
| 0,380 0,385 0,99 0,049 
K | 0,385 (1,92 mg Cu) 1,00 , 0,050 
die | 0,390 1,01 | 0,051 
san 1,5 | 0,075 0,59 1,53. | 0,077 
6) | 0,59 0,385 1,53 | 0,077 
0,57 (1,92 mg Cu) 1,48 | 0,074 
Wi, 2,0 0,1 0,73 1,92 | 0,096 
B 0,765 0,380 2,01 | 0,101 
+ 0,765 (1,90 mg Cu) 2,01 | 0,101 
’ 
2,5 0,125 0,94 2,49 | 0,124 
0,95 251 | 0,126 
u | 0,378 . 
‘ | 0,935 ’ 2,47 0,124 
. | 0,95 (1,89 mg Cu) 2.51 0,126 
if | | 
if | 
‘0 3,0 0,15 1,06 2,97 | 0,149 
: 1,10 0,357 3,08 | 0,154 
is 1,05 (1,78 mg Cu) 2,95 | 0,147 
4,0 0,2 1,32 0,337 3,92 | 0,196 
1,37 (1,68 mg Cu) 4,07 | 0,204 
| | 
3,0 _ 0,25 1,66 5,08 | 0,254 
| 1,60 0,327 4.90 | 0,245 
| 1,64 (1,63 mg Cu) 5,02 | 0,251 
, | 
1,0 Glueose +) 0,380 0,99 | 
1,0 Lactose f 0,385 1,00 | 
| 
1,0 Glucose + 0,415 1,08 | 
10,0 Lactose 0,44 1,14 | 
1,0 Galaktose | 
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Wenn 4 ccm dieser Liésung mehr als eine verschwindend kleine Mpey,,, 
Permanganatlésung verbraucht, kann sie in Ausnahmefiillen durch Ay: 
titrieren mit Permanganat anwendbar gemacht werden, muB aber yon 7,;, 
zu Zeit nachkontrolliert werden. 

III. Permanganatlésung. 5 g reines Kaliumpermanganat wird ,, 
1 Liter Wasser eine Stunde mit RiickfluB gekocht und nachher filtric.. 
Nach Bedarf wird diese Lésung (Stammlésung Bertrands D) mit genay 
derselben Menge iiber Kaliumpermanganat und Schwefelsiure destillierto; 
Wasser verdiinnt. 


Der Titer der so erhaltenen Titrierlésung betrigt etwa 0,0785-n, wa, 
in einer der tiblichen Weisen kontrolliert wird. 

Aus den zufilligen Abweichungen ist ersichtlich, daB ¢, 
kaum geniigt, nur eine Analyse zu machen. Nach zwei Analyse, 
ist man aber im allgemeinen sehr nahe dem richtigen Wert, eine 
dritte Analyse aindert den Mittelwert fiir gewéhnlich nur un. 
bedeutend. Das bei steigender Zuckermenge die reduzierte Menge 
Kupfer (bzw. der Permanganatverbrauch) allmahlich sinkt, steht 
im Kinklang mit den friiher bekannten Kupfermethoden. Be; 
Mengen zwischen 1,0 und 2,5 mg Glucose kann man aber, ohne 
einen gréBeren Fehler einzufiihren, mit Proportionalitéat Zucker- 
Permanganat (0,38 ccm 0,0785 n-Permanganat = 1 mg Glucose 
rechnen. 

1 mg Lactose auf 1 mg Glucose anderte die Reduktion nicht 
merkbar, die 10 fache Menge Lactose hat indessen die gefundene 
Menge Glucose mit rund 10 °/, gesteigert (10 mg Lactose = 0,1 mg 
Glucose). Galaktose reduziert wie Glucose. 
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Die Bildung von Acetoin aus Acetaldehyd 
und aus Brenztraubensadure durch Bestrahlung 
mit ultraviolettem Licht. 


Ein Beitrag zum Problem der ,,Carboligase“. 
2. Mitteilung tiiber Acyloine.?) 
Von 
Wilhelm Dirscherl. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg.) 
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C. Neuberg und J. Hirsch’) haben im Jahre 1921 gefunden, 
da8 bei Zusatz von Benzaldehyd zu einer mit frischer Hefe 
girenden Glucoselésung linksdrehendes Phenyl-acetyl-carbinol (I) 
gebildet wird.*) Offenbar setzt sich der aus der Glucose stammende 
Acetaldehyd mit dem Benzaldehyd nach folgender Gleichung um: 


'! 1. Mitt.: Dirseherl u. Braun, Ber. chem. Ges. 65, 416 (1930). 


*) Biochem, Z. 115, 282 (1921). Zusammenfassung in Abderhalden, 


db. d. biol. Arbeitsmeth., Abt. 1V, Teil 1, 8. 625—644 (1927). 
’) Biochem. Z. 127, 327 (1922); 128, 610 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVIII. 15 
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( _} o< > cH, —- ( +) chou CO—CH, | | by 
Erfolgt die Girung mit Macerationssaft, so entsteht qa, Mung 
racemische Carbinol. Benzaldehyd und Acetaldehyd allein werde, Mitt 
durch die Hefe nicht verindert. Es ist also zum Eintritt do, Mbit 
Reaktion nétig, daB der Acetaldebyd aus der Girung entsteht, gimeeset 
daB8 er, um mit Neuberg zu sprechen, in statu nascendi auftritt: fi 
oder aber man muB annehmen, es lagere sich der Benzaldebyd 
an die Vorstufe des Aldehyds, die Brenztraubensiiure, an und 
diese Verbindung werde decarboxyliert. Der Kinfachheit halber 
soll im folgenden nur von der ersten Annahme die Rede ggip. 
Wenn von ,nascierendem“ Acetaldehyd gesprochen wird, so ge. 
schieht das also mit der eben erwihnten Einschrinkung. . 
Neuberg und Hirsch hielten die gefundene Reaktion fir 
eine enzymatische Synthese; einmal, weil ein optisch aktiyes 
Produkt gebildet wird, zum anderen, weil der Vorgang auch im 
zellfreien Hefesaft abliuft. Sie nannten dieses erste ,,kohlenstof. | 
ketten-kniipfende* Ferment: ,,Carboligase“, 
Kurze Zeit darauf konnte J. Hirsch?) zeigen, daB bei der 
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Vergirung von Brenztraubensiure mit frischer Hefe linksdrehendes Qu 
Acetoin (II) erzeugt wird. ?) auch 
CH,—C—CH—CH, aber 


Verh 
1u ge 
um § 
Aceti 


I | II 
O OH 


2 Molekiile Acetaldehyd treten nach dem Schema der Benzoin- 
kondensation zu Acetoin zusammen. Auch hier stellte sich 
wiederum heraus, da8 Hefe nicht imstande ist aus fertigem Avcetal- | 
dehyd allein Acetoin zu bilden. Das Auftreten geringer Acctoin- HRQyrc} 
mengen hierbei beruht sicherlich, wie Neuberg und Mitarbeiter PRyascj 
betonen, darauf, daB durch Selbstgirung der Hefe etwas Acetal- BB Acct 
dehyd entsteht, der sich mit dem zugegebenen Aldehyd zu Acetoin 
umsetzt. Bei Zusatz von Acetaldehyd zur Brenztraubensiure- 
girung erhéht sich die Acetoinausbeute, so daB nur ein Molekii C 
Aldehyd in nascierender Form vorhanden zu sein braucht. 


) Biochem. Z. 131, 178 (1922). 
?) Das Acetoin wurde als Phenylosazon, p-Nitrophenyl-osazon und als 


Semicarbazon identifiziert, Da das letztere keine Drehung aufwies, mubte ork 
man sich darauf beschrinken, die Drehung in der vergorenen Liésung zu (Bund 
messen. Das Phenyl-acetylearbinol lie8 sich in Substanz gewinnen und als BRp}oy 


Phenylhydrazon sowie als Semicarbazon usw. darstellen. In den beiden 
ersten Fiillen war Linksdrehung vorhanden, das Semicarbazon war, wit 
beim Acetoin, nichtdrehend. 
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Bei der normalen Girung der Glucose tritt kein Acetoin 
af, weil der gebildete Acetaldehyd offenbar rascher zu Alkohol 
ygewandelt wird als die ,,carboligatische Reaktion“ einsetzt. 


rdey Mgpist man dagegen die Glucosegirung bei gleichzeitiger Anwesen- 
der Met von Acetaldehyd vor sich gehen, so wirkt der fertige, zu- 
teht, Pecsetzte Aldehyd als Wasserstoffacceptor und dafiir wird ein Teil 


tritt: gis aus der Garung entstehenden Acetaldehyds fiir die Acetoin- 
chy Wmiilduang verfigbar.’) Im Falle der Brenztraubensiuregirung ist 
nd Mgese Komplikation nicht vorhanden, da die Oxydo-reduktions- 
wrginge fehlen und lediglich die Wirkung der Carboxylase zum 
B \ysdruck kommt. 


Neuberg und seinen Mitarbeitern, die eine ganze Reihe von 












ge 
jrbeiten ausgefihrt haben, auf die hier nicht alle eingegangen 

fiir Waverden muB, gebiihrt zweifellos das Verdienst, die bislang un- 

ives Mbekannte Acyloinkondensation, das aliphatische Gegenstiick der 


Renzoinbildung, aufgefunden zu haben. Reichten aber die ge- 

Myachten Feststellungen aus, um von einer Fermentwirkung zu 
sprechen? 

Es entsteht zwar ein optisch aktives Reaktionsprodukt, aber 

ides @§mr mit Hilfe von frischer Hefe. Der Vorgang lauft allerdings 

auch bei Verwendung von zellfreiem Hefesaft ab, liefert dann 

aver das Racemat. Wenngleich bei der Ketoaldehydmutase die 

Verhiiltnisse &hnlich liegen?), wofiir man noch keine Erklirung 

zu geben wei, so zwingen diese Unstimmigkeiten doch zur Kritik, 


is un so mehr als nur der aus Brenztraubensiiure frei werdende 
ich Acetaldehyd der ,,Fermentwirkung“ unterliegt. 

al. Man kann sich zwanglos folgende Vorstellung machen: der 
m- Mdurch die Wirkung der Hefecarboxylase aus Brenztraubensiure 


ter Mnascierende Acetaldehyd geht ohne Zutun eines Ferments in 
al MPAcetoin tiber. 


pin 2 CH,—C—C—OH scH—C.. ..H 
7 1 — | + 200, 
iil val 9s 
CH,—C.. ..H HC—CH, _ a 
J “Cn0 
rs Da die Carboxylase bekanntlich auch in zellfreien Hefesiften 


te [Evorkommt, wiirde man folglich hier ebenfalls Acetoin erhalten 
cu @¥und zwar konsequenterweise in Form des Racemats, wie man es 
ls ° ° : . 

“eben von einer rein chemischen Reaktion erwarten muB. Das 


') Neuberg u. Reinfurth, Biochem. Z. 143, 553 (1923). 
‘) Neuberg u. Kobel, Biochem, Z. 182, 470 (1927). 
15* 
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Zustandekommen der Acetoinbildung im zellfreien Medium py: 
nicht fir die Fermentbeteiligung zu sprechen, wenn die yy. 
stehung des Acetoins nur eine Folge der Brenztraubensijyro. 
spaltung wire. Was durch diese einfache Vorstellung nicht oy. 
klairt wirde, das ist einzig und allein das Auftreten von Optisch 
aktivem Acetoin bei der Girung mit frischer Hefe. Immer}j, 
wire es denkbar, diese Erscheinung auf sekundire Moment, 
zuriickzufiihren. 

Um dem Carboligaseproblem experimentell beizukommen, 
zweierlei notwendig: 


ar 


1. Die Méglichkeit der Acetoinkondensation auf rein che.| 


mischem Wege, die noch nicht bekannt war, muBte gepriift werdey, 
besonders bei der nicht-fermentativen Decarboxylierung der Brenz. 
traubensiure. 

2. Das Auftreten des Links-Antipoden bei Verwendung yoy 
lebender Hefe war aufzukliren. 

Zur Decarboxylierung der Brenztraubensiure stehen yu 
wenige Vorginge zur Verfiigung, z. B. Erhitzen mit Schwefelsiure 
im Bombenrohr auf 150°?), eine etwas brutale Behandlung, oder 
Kochen der waBrigen Lisung mit fein verteiltem Osmium?) eine 
Reaktion, die sehr langsam verliuft. Fiir Modellversuche ay 
besten geeignet erscheint die Bestrahlung der Sdure mit ultra- 
violettem Licht, die H. v. Kuler’) durchgefihrt hat. Er stellte 
fest, daB dabei Kohlensiure abgespalten und Essigsiiure, Ath))- 
alkohol sowie Aldehydharz gebildet wurden. Der intermediir 
auftretende Acetaldehyd lieB sich nicht nachweisen. H.v. Euler 
wies darauf hin, daB die sonst nur im alkalischen Medium ver- 
laufende Aldolkondensation hier offenbar im sauren Gebiet zu- 
stande komme. 


2. Bestrahlungsversuche. 


Ich bestrahlte an einer Quarzquecksilberlampe in einew 
flachen Quarzkélbchen eine wifrige 5-n-Brenztraubensiiurelisung, 
bestimmte die Menge der abgespalteten Kohlensiure und unter- 
suchte auf gebildetes Acetoin (die niheren Angaben finden sich 
im experimentellen Teil). Es ergab sich in verschiedenen Ver- 
suchsreihen, daB etwa 70—90°/, des intermediir entstandenen 
Acetaldehyds in Acetoin iibergegangen waren. Gelegentlich konute 





') Beilstein u. Wiegand, Ber. chem. Ges. 17, 840 (1884). 
*) Miller u. Miller, Z. Elektrochem. 31, 45 (1925). 
*) Diese Z. 71, 311 (1911). 
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h etwas Acetaldehyd nachweisen, der mit dem durchgeleiteten 
sickstoffstrom in eine Dimedonvorlage gelangte. 

- s 1iBt sich der Einwand machen, daB der zuniichst auf- 
setende Aldehyd nicht von selbst, sondern unter dem HinfluB 
ir Belichtung in Acetoin tbergefihrt wird. ‘Tatsichlich zeigte 
»; sich, daB bei der Bestrahlung von Acetaldehyd (in wiiBriger 
; 1-Losung) ebenfalls Acetoin erzeugt wird und zwar in einer 
\ysbeute von 20—30°/, des durch die Belichtung umgesetzten 
jcetaldehyds. Das Sinken der Ausbeute bei liingerer Versuchs- 
jauer deutet auf Zerstérung des entstandenen Acetoins hin. In 
jer Tat geht das Acetoin bei Belichtung in einen gelben Kérper 
sber und ist nicht mehr nachzuweisen. Auch durch die liingere 
Restrahlung des Acetaldehyds entsteht eine gelbe Substanz, die 
, Alkohol léslich ist. Es sieht so aus, als ob aus Acetaldehyd 
w»wohl wie Acetoin ein dhnliches harzartiges Produkt entstinde, 
3) daB man vielleicht annehmen darf, daf der Acetaldehyd unter 
jem KinfluB der Belichtung gar nicht Aldol, sondern nur Acetoin 
\ildet, das dann weiterhin in ein harzartiges Produkt iibergeht. 
Aldol kann nach der Bestrahlung jedenfalls nicht in gréferer 
Menge vorhanden sein, da sich nach der Umsetzung der Reaktions- 
jisung mit Hydroxylaminhydrochlorid bei der Titration der frei- 
werdenden Salzsiiure Werte ergeben, die ungefihr der Menge des 
noch unveriinderten Acetaldehyds und des entstandenen Acetoins 
entsprechen, aber nicht dariiber hinaus auf die Anwesenheit 
weiterer Carbonylkérper hinweisen. 

Bei der Bestrahlung des Acetaldehyds entsteht auch etwas 
Siure, wie die zunehmende Aciditit ergibt. Vielleicht handelt es 
sich um Essigsiure, die nach H. v. Euler auch bei der Belichtung 
von Brenztraubensiure auftritt (a. a. O.). 

Unbestrahlte Acetaldehydlésung veriinderte sich bei 34° in 
zwei Tagen nicht. 

Die zugefiihrte Lichtenergie bewirkt offenbar eine Lockerung 
des H-Atoms am Carbonyl, so daB man hier wohl dieselbe 
nascierende Aldehydform wie bei der Decarboxylierung der Brenz- 
traubensiure erhilt. 

Bei Bestrahlung gréBerer Mengen Acetaldehydlésung in einer 
gekiihlten Quarzkiivette von etwa 100 ccm Inhalt lassen sich 
innerhalb weniger Tage einige Gramm Acetoin herstellen. Bei 
Verwendung einer Mantellampe kann man das auBerordentlich 
elnfache Verfahren vielleicht zur priparativen Darstellung von 
Acetoin beniitzen. 
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Hier ist es zweckmiaBig, die von J. Bielecki und V. Hey): 
gemessenen Extinktionskurven des Acetaldehyds und der | 
traubensdéure zu betrachten. 
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Ks ist fiir die folgenden Versuche von Wichtigkeit, daB die 
Absorptionsbande der Carbonylgruppe, die beim Acetaldehyd bei 


etwa 2800 A liegt (bei Aceton dhnlich), im Falle der Brenz. | 


traubensdéure in der Gegend von 3300 A sich befindet. 

Wenn man waBrige Acetaldehydlésung hinter einer ebenfalls 
mit Acetaldehyd (oder besser mit Aceton, das weniger leicht 
fliichtig ist) beschickten Quarzkiivette (FiltergefaB) bestralilt, so 
bleibt die Acetoinbildung aus. Die fiir den Acetaldehyd in Betrach: 
kommenden Wellenlangen werden schon im FiltergefiiB absorbiert, 


die noch in das _ ,,ReaktionsgefiB“ gelangenden Lichtstrahlen } 
; & 


kénnen mithin vom Aldehyd nicht mehr absorbiert werden, sind 
infolgedessen auch nicht imstande, ihn zu verindern. 

Belichtet man in derselben Weise Brenztraubensiiure hinter 
einem Acetonfilter, so zeigt sich, daB die hindurchgelassenen 
Strahlen, die den Aldehyd unveriindert lassen, die Fahigkeit haben, 
Brenztraubensiure zu decarboxylieren, und man erhalt wiederun 
Acetoin und zwar in einer Ausbeute von durchschnittlich 100°... 
DaB bei den Versuchen mit ungefiltertem Licht die Ausbeute nur 
70—90°/, betrigt, riihrt wohl daher, daB das Acetoin selbst durch 


') Ber. chem. Ges. 46, 3642 (1913); 47, 1697 (1914). 
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jie Belichtung zerstért wird. Durch die Vorschaltung des Aceton- 
slters wird es, wie der Acetaldehyd, vor der Kinwirkung der 
Strahlen geschiitzt, da es eine ahnliche Extinktionskurve aufweist, 
wir gefunden haben (s. Figur}.') 

Was bei der Hefegirung der Brenztraubensiiure die Carboxylase 
powirkt, bringen bei der Belichtung die langwelligen Strahlen des 
Ultraviolett zustande. Was nach der Ansicht von Neuberg und 
seinen Mitarbeitern die ,,Carboligase“ beeinflussen soll, die Um- 
wandlung des nascierenden Acetaldehyds in Acetoin, geht bei 
meinen Versuchen von selbst vor sich, ohne ein weiteres Agens, 
einfach im Gefolge der Decarboxylierung.”) (Ob die Acetoinbildung 
mit der Brenztraubensiéurespaltung gekoppelt ist oder nicht, ist 
fiir die ganze Frage belanglos, da die eine wie die andere Auf- 
fassung sowohl fiir das Hefeverfahren wie fir die Bestrahlungs- 
yersuche gelten wiirde.) 

Ks ist also nur nétig, aus der Brenztraubensiure Kohlensiure 
abzuspalten, dann geht der entstehende Acetaldehyd ohne weiteres 
in Acetoin tiber und zwar mit 100°/, Ausbeute. Neuberg und 
seine Mitarbeiter finden in ihren Hefeversuchen nur bis zu 40°/,, 
vermutlich deswegen, weil sie bei einer geringeren Brenztrauben- 
siurekonzentration (0,1 n) arbeiteten, als ich (5 n), 


wie 


3. Hefeversuche. 


Nachdem die erste Frage beantwortet war, sollte das Auf- 
treten des optisch aktiven Acetoins bei der Vergirung von Brenz- 
traubensiure mit frischer Hefe geklirt werden. 

Die einfachste Annahme wire folgende: von dem zuniichst 
erzeugten racemischen Acetoin wird die Rechtsform durch die 
lebenden Hefezellen verzehrt oder verindert, waihrend die Links- 
form viel langsamer angegriffen wird und infolgedessen iibrigbleibt. 
A. Kling’) behauptet, daB Hefe nicht auf Acetoin einwirkt, 
dagegen Penicillium glaucum die Linkskomponente verzehrt und 
die rechtsdrehende Form zuriicklabt. 

Wenn man eine wibrige Lésung von d,l-Acetoin nur mit 
einer Suspension frischer Bierhefe versetzt, so ist nach einiger 
Zeit weder Acetoin noch Diacetyl mehr nachzuweisen. Dabei 
libt sich nicht beobachten, daB der eine Antipode rascher ver- 





') Dirscherl u. Braun, Ber. chem. Ges. 65, 416 (1930). 
*) DaB der nascierende Acetaldehyd andere Wellenliingen als der 
stabilisierte Aldehyd absorbiert, ist unwahrscheinlich, jedenfalls unbekannt. 


3) A. ch. [8] 5, 555 (1905). 
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schwindet als der andere, es tritt keine optische Aktivitiit 
Was aus dem Acetoin entsteht, ist fiir die zu lésende Frac. 
gleichgiiltig. Da es bekannt ist, daB manche Substrate be; if 
wesenheit anderer organischer Nihrstoffe von Mikroorganismey a, 
den beiden Antipoden gleichmibig angegriffen werden, wihreng 


im anderen Falle nur die eine Komponente der Hinwirkyyo | 


unterliegt, und da das Acetoin méglichst unter den Bedingungey 


seiner Entstehung dem Einflu8 der Hefe ausgesetzt werden <ojj _ 
muB vor allem gepriift werden, was geschieht, wenn bei der Giro | 
racemisches Acetoin zugesetzt wird. In mit frischer Hefe giirendey | 


Glucoselésung wirkt das Acetoin als Wasserstoffacceptor und wird 


zu linksdrehendem Butandiol-(2,3) reduziert.') Deshalb ist ¢s | 


besser, das Acetoin zur Brenztraubensiuregirung zuzusetzen. Ks 
wurde folgendermafen gearbeitet: als Kontrollversuch diente mit 


Kaliumacetat gepufferte 0,1 n-Brenztraubensiure, die mit frischer, | 


gewaschener Bierhefe versetzt wurde. Die freiwerdende Kohlen. 
siiure wurde volumetrisch bestimmt und nach Beendigung der 
Girung (1—2 Tage) die optische Drehung der Loésung gemessen 
und die Menge des gebildeten Acetoins quantitativ festgestellt. 


Der Kontrollversuch dient zur Berechnung der Acetoinausbeute. | 


Im gleichzeitig ausgefiihrten Hauptversuch wurde racemisches 
Acetoin zugegeben. Wenn die Rechtsform von der Hefe irgendwie 
zum Verschwinden gebracht wird, so muB nach Beendigung des 
Versuchs die Gesamtmenge an Acetoin (zugesetztes und aus der 
Girung entstandenes, mit Hilfe des Kontrollversuchs berechnetes 
Acetoin) vermindert sein und auBerdem eine gréBere Linksdrehung 
gefunden werden, als dem Giirungs-Acetoin allein entspricht. 


In mehreren Versuchen ergab sich, daB das zugesetzte Acetoin 
bei lingerer Zeitdauer teilweise verschwand. Die optische Drehung 
der Lisung kommt aber offenbar lediglich dem aus der vergorenen 
Brenztraubensiiure gebildeten Acetoin zu. Die Hefe greift, wenn 
iiberhaupt, wiederum beide Antipoden gleichmaBig an. Allzuviel 
Beweiskraft méchte ich allerdings diesen Versuchen nicht bei- 
messen, da die optische Drehung nicht an der isolierten Substanz 
selbst oder Derivaten gemessen werden kann.?) Zudem kennt man 
die Antipoden des Acetoins und ihre spezifische Drehung noch 
nicht (Versuche zu ihrer Darstellung sind im Gang). Wenn man 
aus den Kontrollen der verschiedenen Versuchspaare die spezifisclie 


1) Neuberg u. Kobel, Biochem. Z. 160, 250 (1925). 
*) s. FuBnote 2, 8. 226. 
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Drehung des gebildeten Acetoins errechnet, kommt man zu stark 
schwankenden Werten. Nach vorsichtiger Bewertung der Versuchs- 
ergebnisse liBt sich aber doch wohl sagen, daf sich kein Anhalts- 
unkt dafiir ergeben hat, daB girende Hefe imstande ist, die 
Rechtskomponente des Acetoins bevorzugt anzugreifen. 

Wichtig ist noch die folgende Uberlegung: wenn bei der Ver- 
sirung der Brenztraubensiure ebenso wie bei der Bestrahlung 
wit ultraviolettem Licht zuniichst racemisches Acetoin entsteht, 
die Hefezellen aber die Rechtsform zum Verschwinden bringen, 
39 daB iiberwiegend oder ausschlieBlich das linksdrehende Acetoin 
ibrigbleibt, so muB sich bei der Feststellung der Bilanz der 
Brenztraubensiiuregirung ein Defizit (an Acetoin) ergeben. Die 
folgenden Zahlen stammen aus einer Arbeit von CU. Neuberg und 
A. v. May.?) 

9,64 ¢ Brenztraubensiiure (M = 88) vergiirten zu 4,82 g Kohlensiure 
(M = 44), 2,86 g Acetaldehyd (M = 44) und 2,07 g Acetoin (M = 88). 

Da die Summe der Reaktionsprodukte gleich der Menge der 
vergorenen Brenztraubensiure ist, kann kein Acetoin verschwun- 
den sein. 

Aus meinen Hefeversuchen im Verein mit den an- 
gefihrten Bilanzzahlen ergibt sich mithin, dab bei der 
Vergirung der Brenztraubensaiure mit frischer Hefe von 
vornherein (ausschlieBlich oder itiberwiegend) das links- 
drehende Acetoin gebildet wird. 


4, Folgerungen. 


Was folgt nun aus der Gesamtheit der erwihuten Tatsachen 
in bezug auf das ,,Carboligase“- Problem ? 

Die Bestrahlung der Brenztraubensiiure mit gefiltertem Licht, 
das nicht imstande ist, Acetaldehyd zu veriindern, ergibt, daB 
nach erfolgter Decarboxylierung die Acetoinbildung sofort ohne 
weiteres in quantitativem Ausmafe eintritt. Man kann also 
schlieBen, daB auch bei der fermentativen Brenztraubensiurespaltung 
durch Carboxylase die Entstehung des Acetoins ohne Mitwirkung 
eines eigenen Fermentes (Carboligase) verliuft. Da nun aber bei 
den Versuchen mit frischer Hefe offenbar primiir linksdrehendes 
Acetoin erzeugt wird, ist die Frage zu diskutieren, ob man hier 
nicht doch eine ,,Carboligase“ im Neubergschen Sinne, also ein 
kohlenstoffkettenkniipfendes Ferment annehmen kann oder muB. 


) Biochem. Z. 140, 299 (1923). 
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Die Definition der Fermente als Katalysatoren erfordert, daf dj. 
Reaktionsgeschwindigkeit eines Vorganges durch sie veriindert })zy. 
beschleunigt wird. Nun verlaufen die Reaktionen, die yon For. 
menten katalysiert werden, ohne diese im allgemeinen ziem)jc} 
langsam, nicht selten sind sie spontan kaum nachweisbar. [)e; 
Ubergang der aus der Brenztraubensaurespaltung nascierendey 
Acetaldehydmolekiile in Acetoin findet jedoch sicherlich auger. 
ordentlich rasch statt, da sie sich sonst zu Acetaldehyd stabjlj- 
sieren wiirden. Theoretisch ist es natiirlich denkbar, daB eiy 
spontan sehr schnell ablaufender ProzeB durch ein Ferment noch 
beschleunigt werden kann, sehr glaubhaft ist es aber nicht. 

Wenn man die Existenz der ,,Carboligase“ fiir unwahrscheinlich 
halt, muB man doch fiir die Versuche mit lebender Hefe die Mit. 
wirkung einer optisch aktiven Substanz in Betracht ziehen, um 
die Entstehung des optisch aktiven Acetoins zu erkliren. 

Ks fragt sich, welcher Art diese Substanz sein kénnte. 

1. Sie ist vielleicht eine , Asymmetrase“ im Sinne L. Rosen- 
thalers.1) Er ist der Ansicht, dab bei der Erzeugung von optisch 
aktivem Mandelsiurenitril aus Benzaldehyd und Blausiure unter 
dem Kinflu8 des Emulsins ein optisch aktives Ferment titig sei, 
d. h. ein Ferment, das nur fiir die optische Richtung der Synthese 
sorgt, die an und fiir sich ohne Fermentwirkung verliuft. In 
diesem Falle ist die symmetrische Synthese lediglich abhiingig 
von der Wasserstoffionenkonzentration.*) Nach anderer Ansicht 
ist die asymmetrische Synthese aber der Wirkung des in den 
Fermentpraparaten immer noch vorhandenen spaltenden Ferments, 
der Oxynitrilase, zuzuschreiben. Man steht hier auf etwas un- 
sicherem Boden. 

2. Ks lieBe sich denken, da eine solche ,,Asymmetrase“- 
Wirkung von einem Ko6rper nicht-fermentativer Natur ausgeiilt 
wird, oder von einem anderen Hefeferment. 

3. Viel Wahrscheinlichkeit hitte die folgende Vorstellung fiir 
sich: durch die Bildung der Ferment-Substratverbindung aus 
Brenztraubensiure und Carboxylase werden die Molekiile der 
Brenztraubensiure so orientiert, daB bei der Kohlensiureabs)a'- 
tung die ohne ,,Carboligase“-Wirkung eintretende Acetoinkonden- 
sation gezwungenermafen zu optisch aktivem Acetoin fiihrt. Auch 
hier ist wieder daran zu denken, daB zuerst die schon oben er- 


') Die Literatur der von verschiedenen Forschern ausgefiihrten Arbeiten 
vg]. Oppenheimer, Die Fermente u. ihre Wirkungen, S. 607, 5. Aufl., 1925. 
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wibnte Anlagerung von Acetaldehyd an Brenztraubensiure statt- 
fnden und dann die Decarboxylierung erfolgen kénnte. 

Fir die Beurteilung dieser Vorstellung sind die auBerordentlich 
interessanten Versuche von A. Mc Kenzie und H.A. Miller’) von 
Wert. Sie haben gezeigt, daB, um nur ein Beispiel zu erwihnen, 
der d-Amylester der Brenztraubensiiure durch Aluminiumamalgam 
asymmetrisch reduziert wird und infolgedessen bei der Hydrolyse 
d-Milchsiure ergibt. 

Es muB betont werden, daB bei jeder der beschriebenen An- 
nahmen der Unterschied zwischen Zell- und zellfreier Girung 
vorliufig unerklart bleibt. Hier sind weitere Versuche notwendig. 

Streng genommen l&Bt sich einstweilen nur sagen, 
daB fiir die Existenz der ,Carboligase“, ebenso wie fiir 
die eine oder andere der diskutierten Méglichkeiten, der 
Beweis erst zu erbringen 1st. 

Was die Frage der biologischen Bedeutung der Acetoin- 
kondensation angeht, so glaube ich, entgegen der Ansicht von 
Neuberg, nicht, daB diese Reaktion fiir Aufbauzwecke bei der 
Girung eine Rolle spielt, da sie in der normalen Zuckergirung 
fehlt und vom Acetoin aus keine langeren Ketten mehr gebildet 
werden kénnen. Dafiir wire das Acetaldol viel besser geeignet. 


B. Substrate und Bestimmungsmethoden. 
1. Acetoin. 


Die Darstellung erfolgte sowohl durch Reduktion von Di- 
acetyl?) wie durch Verseifen von 3-Brom-butanon-(2).°) Das 
fliissige Acetoin wurde mit Zink unter Abkiihlung in das Dimere 
vom Schmelzp. 95° iibergefiihrt*) und aus diesem durch Destillation 
im Kohlensiurestrom farbloses reines Acetoin gewonnen. Das 
Priparat fand bei den Hefeversuchen und zur Kinibung der 
Jestimmungsmethode Verwendung. Als solche beniitzte ich 
das ausgezeichnete Verfahren der Oxydation zu Diacetyl und 
Uberfihrung in das bekannte Tschugajewsche Nickeldimethyl- 
slyoxim, das von Lemoigne®‘) stammt, von A. Kluyver und 








1) J. of Chem. Soc. 95, 544 (1909). 

2) Pechmann und Dahl, Ber. chem. Ges. 23, 2421 (1890). 

8) Bergmann und Ludewig, Liebigs Ann. 436, 178 (1924). 

4) Beziiglich des Schmelzpunktes siehe 1. Mitteilung Ber. chem. Ges. 
63, 416 (1930). 

5) A. de l’Inst. Pasteur 27, 871 (1913); C. r. Acad. Sci. 170, 131 (1920); 
177, 652 (1923). 
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Mitarbeitern!) verbessert und von C. B. van Niel?) auf seine 
quantitative Verwendbarkeit gepriift worden ist. Der Destillations- 
kolben war mit einem langen Liebigkiihler verbunden und dieser 
wiederum mit einem gebogenen Vorstob, der in eine mit Kis ge. 
kiihlte Saugflasche fiihrte. Die Verbindungen waren alle durch 
gutsitzende Gummistopfen hergestellt. Zu den Probebestimmungey 
wurden z. B. 50 mg Acetoin in etwa 30—50 ccm Wasser mit 
10 ccm 20°/,igem Ferrichlorid und 1 ccm n-Kssigsiure auf dem 
Drahtnetz so langsam destilliert, da nach ungefihr 1 Stunde 
etwa */, der Fliissigkeit tibergegangen waren. Das Destillat wurde 
in einem Rundkélbchen nach Zusatz von Bromthymolblau mit 
n-NaOH neutralisiert und mit 2 ccm 20°/,iger salzsaurer Hydroxy]- 
aminlésung, 5 ccm 20°/,igem Natriumacetat und 2ccm 10°) iger 
Nickelchloridlésung versetzt, mit einem Gummistopfen fest ver- 
schlossen und fir 1 Stunde in ein Wasserbad von 80—90° ein- 
gebracht. Das ausgeschiedene Nickeldimethylglyoxim wurde auf 
einem gewogenen Glasfiltertiegel abgesaugt, mit Wasser gewaschen 
und bei 105° bis zur Konstanz getrocknet. Niederschlag x 0,61 = 
Acetoin. Es wurde stets nach Zugabe von Wasser zum Destil- 
lationsriickstand ein zweites Destillat gewonnen, das jedoch nie- 
mals mehr Acetoin ergab. 


C. B. van Niel fand etwa 97°/, des angewendeten Acetoins. 
Im Gegensatz dazu ergeben meine Werte nur 83—88°/,, also 
durchschnittlich 85°/, des theoretischen Betrages. Das ist das 
iibereinstimmende Ergebnis von 25 Versuchen, die sowohl mit 
fliissigem Acetoin beider Herstellungsarten als auch mit den Di- 
meren des Acetoins durchgefiihrt worden sind. Dann wurden 
auch die einzelnen Stadien der ganzen Bestimmungsmethode 
untersucht und festgestellt, daf die Fehlerquelle nur im Stadium 
der Oxydation liegen kann. Dafiir ist vor allem folgender Versuch 
beweisend: 





100 mg Acetoin ergeben nach der unten kurz angegebenen Hydro- 
xylaminmethode (bei sofortiger Titration) einen Wert von 97°/). 

100 mg Acetoin werden wie beschrieben mit Eisenchlorid destilliert 
und das Destillat in zwei Teile geteilt. Die eine Hialfte der Diacetyllésung 
wird nach mehrstiindiger Einwirkung von salzsaurem Hydroxylamin (bei 
70°) titriert und 84°/, der theoretischen Menge an Diacetyl gefunden, 
wiihrend die andere Hiilfte in Nickeldimethylglyoxim iibergefiihrt 86°, 
ergibt. 


') Biochem. Z. 161, 361 (1925). 
*) Biochem. Z. 187, 472 (1927). 
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Es ist also klar, daB die Ursache fiir die niedrige Ausbeute 
bei der Destillation bzw. Oxydation gesucht werden mu. Hier 
gibt es verschiedene Moglichkeiten: 1. ein Teil des Acetoins ist 
unveriindert iiberdestilliert. Das ist nicht der Fall, denn die 
wiederholte Destillation ergibt keine verinderten Werte. 2. Das 
entstehende Diacetyl wird teilweise weiteroxydiert. Dann miiBte 
man verschiedene Mengen Nickeldimethylglyoxim bekommen, je 
nachdem, ob man Diacetyl direkt mit Hydroxylamin und Nickelsalz 
umsetzt oder es erst einer Eisenchloriddestillation unterwirft. Man 
erzielt aber in beiden Fiillen Ubereinstimmung. 3. Das Acetoin 
wird nur zu etwa 80—85°/, in Diacetyl iibergefiihrt, der Rest 
geht in einen anderen Korper iiber. Das ist nach meiner Auf- 
fassung die Ursache des Defizits. Durch Verinderung gewisser 
Bedingungen lieB sich keine Verbesserung erzielen, z. B. durch 
Eintropfen der Acetoinlésung in das siedende Oxydationsmittel 
oder Verwendung eines sublimierten Eisenchloridpriiparates u. a. 

Weshalb C. B. van Niel quantitative Ergebnisse findet, kann 
ich nicht erklaren. Da meine Bestimmungen nur 85°/, durch- 
schnittlich ergeben, miissen alle gefundenen Zahlen mit 1,18 
multipliziert werden, um den wahren Acetoingehalt zu berechnen. 

Acetoin = Nickeldimethylglyoxim x 0,61 x 1,18. 

Bestimmung desAcetoinsnachdem Hydroxylaminverfahren: 
10 ecm einer 20°/,igen salzsauren Hydroxylaminlésung werden mit etwas 
Bromphenolblau versetzt und mit n-NaOH bis zum Farbumschlag titriert 
(aus 1/50 cem Biirette). Diese Lésung dient als Kontrolle, nach Zusatz von 
20 cem Wasser, 

20 ecm einer wiiBrigen Lésung von 50 mg Acetoin und 10 cem 
neutralisierter Hydroxylaminlésung werden zusammengegeben und titriert. 
Alkaliverbrauch bei sofortiger Titration: 0,56 cem n-NaOH = 98°/,, nach 
mehrstiindigem Stehen unter Verschlu8 bei 60°: 0,59 cem n-NaOH = 104°/,. 
Man erhilt iibereinstimmende Ergebnisse, gleichgiiltig ob man fliissiges 
Acetoin verschiedener Herstellung oder seine Dimeren verwendet. 

Die Zahlen zeigen, daB die Umsetzung mit Hydroxylamin fast sofort 
quantitativ verliuft. 

Bestimmung des Acetoins nach der Zuckerbestim- 
mungs-Methode von Hagedorn und Jensen.') Zu wechseln- 
den Mengen Acetoinlésung (10,55mg in 50ccm Wasser) werden 
2ccm n/200-Kaliumferricyanidlésung gegeben, mit 5 ccm Wasser 
verdiinnt und 15 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach 
dem Abkihlen gibt man das Jodkaliumgemisch zu, siuert an 
und titriert das freigesetzte Jod mit n/200-Natriumthiosulfat. 


1) Biochem, Z. 135, 46 (1923). 
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Die gefundenen Zahlen geben die Menge des unverinderten Fer’. 
cyanids und nach Subtraktion von 2,00 die Menge des verbrauchtey 
Ferricyanids. Lingeres Erhitzen des Acetoins mit dem Oxydations- 
mittel (1 Stunde) ergab dieselben Zahlen. Unter der Voraussetzune. 
daB das Acetoin zu Diacetyl oxydiert wird, verbrauchen 0,22 me 
Acetoin 1 ccm n/200-Kaliumferricyanid. | 











Tabelle 1. 

Ferricyanid- Gefundene Acetoinmence 
Nr. Acetoinmenge verbrauch cesiaminies | 

in ecm n/200 in mg | in | 
1 | 0,5 cem = 0,105 mg 0,46 0,101 | 
2 F 0,46 0,101 0,100 95 
3 ? a 0,44 0,097 
4 1,0 ccm = 0,211 mg 0,92 0,202 
5 : a 0,98 0,215 0,211 100 
6 ‘ 0,98 0,215 
7 1,5 ccm = 0,316 mg 1,44 0,317 
8 : , 1,48 0,325 0,321 102 
9 ‘i . 1,46 0,321 














Aus einer Serie von Bestimmungen sind die Werte der 
Tab. 1 hier angefiihrt, die deutlich zeigen, daB die quantitatiy 
verlaufende Oxydation nur bis zum Diacetyl geht, das vermutlich 
unter dem EinfluB der Alkalitiit des soda-alkalischen Oxydations- 
mittels weiter verindert wird. Bei einer Destillation von 88 mg 
Acetoin mit 50 ccm n/10-Kaliumferricyanid lieB sich in der Vor- 
lage kein Diacetyl nachweisen. 

Die Bestimmungsmethoden mit Hydroxylamin und mit Kalium- 
ferricyanid beweisen durch ihre quantitativen Ergebnisse, daf die 
verwendeten Acetoinpraparate rein waren und daB man berechtist 
ist, die Resultate der Eisenchloridmethode unter Beriicksichtigung 
des Ausbeutefaktors 1,18 zu verwenden. Dieses Verfahren wendete 
ich zur Acetoinbestimmung ausschlieBlich an, da es spezifisch ist 
und durch die Anwesenheit von Acetaldehyd und Brenztrauben- 
siure nicht beeintrichtigt wird. Das Hydroxylaminverfahren fand 
nur zu bestimmtem Zweck Verwendung (s. Versuche). 


2. Acetaldehyd. 
Das kiufliche Priparat wurde iiber Calciumcarbonat langsam 
destilliert und der bei 21° iibergehende Anteil verwendet, um 
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jine 0 n-waBrige Lésung herzustellen (1 ccm enthilt 0,2208 g). 
jiese Stammlésung bewahrte ich bei +4° im Kithlschrank auf. 


Bestimmung nach dem Hydroxylaminverfah- 
ren: ©. Neuberg und A, Gottschalk!) erwihnen eigene Ver- 
suche und zitieren die einschligige Literatur. Ich arbeitete mit 
srobem UberschuB von Hydroxylamin, so daB& die Umsetzung sehr 
rasch_erfolgte. 

a) 1 cem 5 n-Acetaldehyd (0,2208 g) +10 ccm neutralisiertes 
20° iges Hydroxylamin (Kinzelheiten wie oben unter Acetoin 
angegeben) verbrauchen nach 15 Minuten: 4,75 ccm n-NaOH = 
209 mg Aldehyd = 95°/.. 

b) 1,5 com 5 n-Aldehyd werden auf 50 ccm verdiinnt und 
5ccm davon mit 10ccm Hydroxylaminlésung versetzt. Verbrauch 
nach 20 Minuten: 0,68 ccm n-NaOH = 29,92 mg Aldehyd (statt 
33,06) = 91°/,. 

Die Zahlen stimmen mit denen der Literatur iiberein. Die 
Verwendung der Methode siehe Versuche. 

Bestimmung mittels Dimedon [Dimethyl-cyclo-hexandion-(1,3)]. 

Das Prinzip stammt von D. Vorlinder*) und wurde von C. Neuberg’) 
vielfach zur Bestimmung und als Abfangverfahren fiir den Girungsacetalde- 
hyd verwendet. Da sich keine quantitativen Angaben dariiber finden, machte 
ich vyerschiedene Vorversuche um die Ausbeute, die das Verfahren liefert, 
zu bestimmen. Wie schon D. Vorlinder erwihnt, gebt die Kondensation in 
alkalischem Medium rascher vor sich und zwar bevor der Aldehyd zerstért 
werden kann. Ich fiihrte die Bestimmung schlieBlich folgendermaBen aus 
25 ecm einer Lésung von 1,5 cem 5 n-Acetaldehyd in 50 ccm Wasser 
16,53 mg Aldehyd enthaltend) 14Bt man in 7 cem Dimedonlésung (5 g in 
200 cem n/5-Sodalésung) einlaufen und unter VerschluB stehen. Nach 
etwa 1 Stunde wird mit 40 cem Wasser verdiinnt und mit 15 cem n/10- 
issigsiure angesiuert. Der ausfallende Niederschlag wird nach 1-tigigem 
Stehen auf einem Glasfiltertiegel abgesaugt und im Schwefelsiiureexsiccator 
bis zur Konstanz getrocknet. 102,8 mg Aldomedon: 6,95 = 14,79 mg AI- 
dehyd = 90°/, der Einwage. 

In einer Reihe von Bestimmungen mit verschiedenen Aldehyd- 
mengen wurde 91°/, als Mittelwert gefunden. Diese Zahlen sind 
also zur Berechnung der wahren Acetaldehydmenge mit 1,1 zu 
multiplizieren. (Aldomedon : 6,95) x 1,1 = Acetaldehyd. 


Das Defizit der Bestimmungen von rund 10°/, scheint nicht durch die 
Lislichkeit des Aldomedons verursacht zu sein, denn man erhiilt dieselben 





*) Biochem. Z. 146, 164 und zwar 167 (1924). 
*) Ber. chem. Ges. 30, 1801 (1897); Liebigs Ann. 294, 253 (1896). 
*) C. Neuberg u. E. Reinfurth, Biochem. Z. 106, 281 (1920). 
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niedrigen Werte, wenn man zur Bestimmung die von Aldomedonniede;. 
schligen abgesaugten Mutterlaugen verwendet, die in bezug auf das A}qp. 


medon gesiittigt sind. 
8. Brenztraubensiure. 


Sie wurde im Vakuum destilliert und durch Abkithlung zur Krystal- 
lisation gebracht. Kurz vor der Verwendung brachte ich jedesmal einen 
Teil der im Kiihlschrank aufbewahrten Krystalle zur Verfliissigung wyq 
stellte cine 5 n-wiibrige Lésung her, die zu den unten beschriebenen Vo; 
suchen diente. Die Titration mit n-NaOH ergab 98°,. 


C. Beschreibung der Versuche. 


1. Bestrahlungsversuche. 


Als Lichtquelle diente eine Analysenquarzlampe Hanau (2.5 |. 
220 V) mit eingebautem Widerstand. In etwa 4 cm Entfernung 
vom Quarzrohr war eine Quarzlinse angebracht (Brennweite 4 cm) 
dahinter eine Quarzkiivette von 10 cm Linge, die entweder mit 
Wasser gefiillt war und als Wiirmefilter diente oder mit Aceton— 
Wasser (1:1) als Lichtfilter Verwendung fand. Hinter dem Filter- 
gefiB befand sich das ReaktionsgefiB, ein flaches Quarzkélbchen 
von 2,2cm Durchmesser und 5mm Weite, das 1,5 ccm Fassungs- 
vermdgen hat und am Hals auf en einen Schliff besitzt. Uber 
das FiltergefaB sind in einiger Entfernung voneinander zwei Blenden 
aus Pappe geschoben, damit nur die durch die Filterkiivette gehen- 
den Lichtstrahlen in das ReaktionsgefaB eintreten. 


Bestrahlung von Acetaldehydlésung (Tab. 2). 


Als Beispiel wird der Versuch 4 der Tabelle 2 beschrieben. In das 
Reaktionskélbchen wird 1,5 ecem der 5n-Acetaldehydlésung (= 331,2 mg) 
eingebracht, das GefiB mit der gut eingefetteten Schliffkappe verschlossen 
und belichtet. Die Temperatur des Kélbchens tiberschreitet die Zimmer- 
temperatur nicht. Nach Beendigung der Belichtung wird das Gefil zur 
Vermeidung von Verlusten abgekiihlt und der Inhalt in einen 50 ccm-Me?- 
kolben sorgfiltig iibergefiihrt und nachgespilt. Es wird vorliufig nur aut 
etwa 40 cem aufgefiillt und nach Zugabe von etwas Phenolphtalein mit 
n-NaQH titriert. 


Verbraucht. . . . . . . . © . O26 eem n-NaOH 
Verbrauch der unbestrahliten Lésung 0,10 ecm n-NaOQH 
Wirklicher Verbrauch. . . . . . O,16 cem n-NaQOH. 


Da nach den Angaben H. v. Eulers Essigsiiure bei der Brenztrauben- 
siiurebelichtung auftritt, ist es wohl méglich, daB es sich auch hier wn 
Essigsiiure handelt. 0,16 cem n-NaOH wiirden 10 mg Essigsiiure entsprechen. 
Nach erfolgter Titration wird auf 50 cem aufgefiillt. Nun werden 2mal je 
2,5 cem in je 7cem Dimedonlésung pipettiert und die Doppelbestimmun: 
nach der oben gegebenen Vorschrift ausgefiihrt. 
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Es wurden gefunden: 62,9 und 63,4, im Mittel 63,1 mg Aldomedon, 
— igs sind (63,1: 6,95) x 1,1 = 10,0 mg Aldehyd in 2.5 ecm und im Gesamt- 
Prag yolumen von 50 ccm = 200, Omg Acetaldehyd. Es sind mithin 331,2—200,0 

- _ 131,2 mg Acetaldehyd umgesetzt worden. 
Aus deen 50 eem-Kolben werden weiterhin 5cem entnommen und mit 
10 cem Hydroxylaminlésung, wie im methodischen Teil beschrieben, um- 
ystal- »setzt. Nach 1stiindigem Stehen ergibt die Titration: 0,45 ecm n-NaOH, 
einen sal das Gesamtvolumen umgerechnet 4,5cem n-NaQH. An dieser Reaktion 
und sind alle vorhandenen Carbonylkérper beteiligt, Acetaldehyd, Acetoin und 
Ver yentuell Aldol. Diesem ,,gefundenen Wert“ steht der unten aus den ge- 
‘yndenen Mengen Acetaldehyd und Acetoin ,,berechnete Wert‘ gegeniiber. 
Der Rest der Lésung (40 ecm) wird zur Bestimmung des Acetoins der 
Eisenchloriddestillation unterworfen. Hierzu ist nur noch zu bemerken, 
jaB wegen der Anwesenheit des Aldehyds ein gréBerer UberschuB von 
Hydroxylamin (10 ccm) und Natriumacetat genommen werden muB. Ks re- 
sultieren 47,8 mg Nickeldimethylglyoxim, das sind 47,8 x 0,61 x 1,18 = 34,41 mg 
Acetoin in 40 eem und im Gesamtvolumen von 50 cem 34,4 x 1,25 = 43,0 mg 
U2  Acetoin. 
cm), Diese 43 mg Acetoin miissen an der Hydroxylamintitration mit 0,5 ccm 
, n-NaOQH beteiligt sein, die 200 mg Acetaldehyd, die noch vorhanden sind, 
mit etwa 4,55 x 0,91 = 4,1 cem n-NaQOH, da sie nicht vollstindig reagieren 
s, oben). Es ergibt sich aie ein berechneter Wert von 4,6 cem gegeniiber 
dem gefundenen von 4,5 cem, das heiBt, es kann auSer dem Acetoin nicht 
hen noch ein anderer Carbonylkorper, z. B. Aldol, in gréBerer Menge entstanden 
1gS- sin. Die angegebenen Zahlen machen keinen Anspruch auf grobe Ge- 
f ner nauigkeit. 
den Bei einer Anzahl von Versuchen wurde auch noch gepriift, ob 
en- @@ Diacetyl gebildet worden ist, da das Verfahren der Destillation 
nit Eisenchlorid natiirlich nicht unterscheiden laBt, ob Diacetyl 
oder Acetoin vorliegt. Zu diesem Zweck wurden etwa 10 ccm 
der auf 50 ccm verdiinnten Reaktionslésung direkt mit Hydroxyl- 
das @ amin, Nickelsalz und Natriumacetat behandelt, wie oben be- 
schrieben. Es lieB sich niemals Diacetyl nachweisen. 































ner- Zu den in der Tab. 2 angefiihrten Versuchen gehéren noch 
zur die folgenden: 

1. 1,5ccm der 5 n-Acetaldehydlésung wurden im verschlossenen 
kilbchen unbestrahlt 2 Tage lang bei 34° gehalten. Es bildete 
sich weder Acetoin noch Diacetyl und es lieB sich nachweisen, 
dab der gesamte Aldehyd unverindert geblieben ist. Der Ver- 
such zeigt weiterhin, daB bei der beschriebenen Aufarbeitung 
keine nachweisbare Menge Acetaldehyd verloren geht. 
en- 2. 50 mg Acetoin in 1,5ccm Wasser wurden hinter dem mit 
win Wasser gefiillten FiltergefiB 48 Stunden lang der Bestrahlung 
ausgesetzt. Ks scheiden sich gelbliche Flocken aus, die Priifung 
auf Acetoin verlauft negativ, somit auch die auf Diacetyl. Das 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVIII. 16 
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Tabelle 2. 
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4 . 9] 131 | 016 | — | 43 | 38 46 | 45 
5 . 9 | 145 0,20 | — 51 | 384 4,2 4.3 
6 a. 21 | 201 | 0,34 | — | 45 | 23 81 33 
7 * 22 | 205 | 034 | — | 45 | 22 8,1 | 33 
8 cal 23 | 30 | 0,05 0 | 0 6,2 | 63 
9 * 30 15 | 0,05 | 0 0 | O 66 66 
10 a 45 24 | 0,05 | 0 0 | O 64 | 64 


Acetoin geht mithin in einen unbekannten K6rper iiber, vielleiclit 
in Aldehydharz. 


Die Versuche 1 bis 3 der Tab. 2 zeigen, daB mit zunehmen- | 


der Dauer der Belichtung steigende Mengen von Acetoin gebildet 
werden. Die Ausbeute betrigt 30—34°/, des umgesetzten Acet- 
aldehyds. 

Alle folgenden Versuche sind an einer anderen Lampe aus- 
gefiihrt, die wesentlich intensivere Strahlung aufwies.  Infolge- 
dessen findet die Reaktion hier viel rascher statt, allerdings auch 


die Zerstérung des gebildeten Acetoins, so daB bei lingerer Be- | 


lichtungsdauer die Ausbeute auf 22°/, sinkt. 

Die kleinen, mit der Bestrahlungsdauer zunehmenden Mengen 
Saéure sind, wie schon erwihnt, vielleicht Essigsiure. Eine ge- 
naue Aussage kann indessen nicht gemacht werden, da nur der 
Aciditiitszuwachs gemessen worden ist. 

Fiir die bei der Hydroxylamintitration angegebenen, ge- 
fundenen und berechneten Werte gilt das oben Gesagte. Ein 
besonderer Wert kommt ihnen nicht zu. 

Versuch 8, 9 und 10 tun dar, daB bei der Belichtung der 
Acetaldehydlésung hinter Aceton—Wassergemisch (1:1) kein Acetoin 
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entsteht, auch kein Diacetyl. Das Verschwinden kleiner Mengen 
jcetaldehyd beruht wohl, wie die UnregelmaBigkeit dieser Zahlen 
sermuten laBt, zum einen Teil auf geringen mechanischen Ver- 
jysten, zum andern Teil auf der Tatsache, daB die Aldehyd- 
yestimmung nicht direkt quantitative Werte liefert, sondern mit 
Hilfe eines Faktors berechnet werden mu, der einen mittleren 
Wert ergibt. 


Von den verwendeten Aldehydlésungen wurde jeweils nach einigen 
Versuchen der Gehalt wieder bestimmt. 


Bestrahlung von Brenztraubensiiurelésung (Tab. 3). 


Verwendet wurden stets 1,5 ccm 5 n-Brenztraubensiiure, die 
sich in dem auch zur Aldehydbestrahlung benutzten Quarzkélb- 
chen befanden. Auf dem Hals des K6lbchens sitzt, durch ein 
Stiickchen Gummischlauch mit diesem verbunden, ein kleiner 
Aufsatz, in den von oben her ein Zufiihrungsréhrchen eintritt, 
wihrend seitlich ein Ableitungsrohr eingeschmolzen ist. Dieses 
wird mit einem mit Chlorcalcium beschickten U-Rohr und einem 
Kalilauge-AbsorptionsgefiB verbunden, das an der offenen Seite 
das ibliche Natronkalk-Chlorcalciumréhrchen trigt. Vor Beginn 
iedes Versuches wurde, zuerst ohne Kaliapparat, gereinigter Stick- 
stoff in langsamem Strom durch das ganze System geleitet, dann 
das AbsorptionsgefaB angehingt und die Lichtquelle eingeschaltet. 
Der Gasstrom wurde wihrend der Bestrahlung und noch einige 
Zeit nach deren Beendigung in Gang gehalten. Die Gewichts- 
zuuahme des Kaliapparates entspricht der Menge der gebildeten 
Kohlensiure. Der Inhalt des Reaktionskélbchens wird mit Wasser 
in einen 50 ccm-MeBkolben gespiilt, auf etwa 40 ccm gebracht 
und mit-n-NaOH neutralisiert. Hierauf wird aufgefiillt. 10ccm 
ler Lésung werden der Priifung auf Diacetyl unterworfen (in 
eigen Versuchen) und der Rest (meist das ganze Volumen) zur 
Bestimmung des Acetoins verwendet. Wie bei den Acetaldehyd- 
versuchen wurden auch hier stets zur Bildung des Dimethyl- 
glyoxims 10 ccm Hydroxylaminlésung angewendet. Die Einzel- 
heiten der Berechnung siehe bei der Beschreibung von Versuch 
\r. 4 der Tabelle 2. 88mg Brenztraubensiure = 44 mg Kohlen- 
siure + 44 mg Acetaldehyd. 

Die Versuche 1 und 2 ergeben bei Bestrahlung mit un- 
gefiltertem Licht nach 20 Stunden 71—74°/, Acetoin in bezug 


auf die decarboxylierte Brenztraubensiure. Die Belichtung hinter 
16* 

















244 Wilhelm Dirscherl, 
Tabelle 3. 
Ki mM “ 2 o Gebildetes Acetoin 
4 ; 6 = 2 -_ 
A Inhalt Ey 7 a 23 w a 
= der Filter- Ess Aa & S in"), des 
= | “5 = ome m ~ os a } : © os 
sg 2s om OS Z > i in —_ . . inte rinediiir 
K kiivette 2 s 2S = = entstehenden 
a ae Acetaldehyds 
1 Wasser 20 190,5 — 141 14 
2 m 20 195,5 0 138 71 
Aceton- | 
9 _ 9 ' 
3 | Wasser (1: 1) a 80,0 82 102 
4 ™ 23 101,4 _— 101,5 100 
5 Wasser 21 174,0 — 153,0 | 88 
6 - 15 110,8 — 96 | 87 
* Aceton- on ss | ; 
Wasser (1: 1) ” 52,6 73 32,3 | 99 
8 m 20 29,0 — 27,0 | 94 
9 " 69 64,6 0 67,7 | 104 

















dem Acetonfilter (Versuche Nr. 3 und 4) zeigt die quantitative 
Uberfithrung in Acetoin. 

Die Versuche 5—9 sind einige Wochen spiter als die vor- 
hergehenden ausgefiihrt worden, nachdem die Intensitiit der Licht- 
quelle offenbar besonders im langwelligen Gebiet stark 


schwiicht war. 


TA 
ge- 


2. Hefeversuche. 


Zur Verwendung kamen verschiedene Proben untergiiriger 
Hefe, die gewaschen und abgesaugt war. 


Hefe und Acetoin allein. 

1. Ansatz: 53,5 mg fliissiges Acetoin in Wasser wurden 
mit 10 g Hefe versetzt und auf 50 ccm aufgefillt. Nach 1 tigigem 
Stehen bei 34° wurde mit Kieselgur geschiittelt und auf einem 
Barytfilter abgesaugt. Die klare Lésung zeigte keine optische 
Drehung. Es wurde 3mal mit je 10 ccm Wasser nachgewaschen 
und die Gesamtfliissigkeit der Kisenchloriddestillation unterworfen. 
Es waren nur noch 7 mg Acetoin vorhanden. 


2. Ansatz: 100 mg 
2 Tage bei 34% Eine 


dimeres Acetoin, 3 g Hefe ad 25 ccm: 
abfiltrierte Probe zeigt eine geringe 
dm-Rohr. Es wurden noch 5 g Hele 


Drehung von —0,07° im 2 
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mgegeben und 1?/, Tage stehengelassen. Es war kein Acetoin 
mehr nachweisbar. 

Um zu zeigen, daB durch Kieselgur oder Baryt kein Acetoin 
wrickgehalten wird, wurden 107 mg Acetoin mit 10 g Hefe in 
5) ccm Wasser 30 Minuten bei Zimmertemperatur belassen und 
jann aufgearbeitet, wie beschrieben. 103 mg Acetoin wurden 
cefunden, also die ganze angesetzte Menge. 


Zusatz von Acetoin zur Brenztraubensiiuregiirung (Tab. 4). 


fYontroll- und Hauptversuch wurden immer gleichzeitig neben- 
einander ausgefiihrt, so daB trotz auftretender Unregelmibigkeiten, 
jie sich zwischen den einzelnen Serien ergaben, der Vergleich 
innerhalb eines Versuchspaares méglich ist. 

In den Versuchen 1—3 wurden 340 mg Brenztraubensiiure 
durch Zusatz von 1 g Kaliumacetat geputfert, die in der Tab. 4 
angegebene Menge Acetoin und Hefe zugegeben und auf 50 ccm 
aufgefiillt.1) Die Kohlensiiure wurde itiber Quecksilber aufgefangen. 
Nach Beendigung des Versuchs wurde wie bei den oben be- 
schriebenen Ansatzen ohne Brenztraubensiure aufgearbeitet, im 
Filtrat die optische Drehung gemessen und dann das Acetoin 
bestimmt. 

Versuch Nr. 4 wurde so ausgefiihrt, daB zunichst 0,90 g 

















Tabelle 4. 

es ean en —— a — — — 
s ss | » . - y 
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Kontrolle | 0,340 | — 5 | 50 | 20] 48 | 0,108 | —0,08] 0,015 


Versuch | 0,340 | 0,500] 5 50 | 20] 48 | 0,085 | —0,04] 0,210 | 0, 
Kontrolle | 0,340 | — 10 50 34 | 24 | 0,079 | —0,52] 0,021 


Kontrolle | 0,840 | — 19 50 | 32 418 | 0,058 | —0,04] 0,012 


Kontrolle | 1,360 | — 15 | 100 34 2 | 0,438 | —0,46] 0,069 














LO, gesittigt. 























') Die Lésungen wurden vor Zugabe der Hefe im Thermostaten mit 


302 
Versuch | 0,340 | 0,053 | 10 50 | 34 | 24 | 0,055 | —0,53] 0,065 | 0,013 
Versuch | 0,340 | 0,107 | 10 50 | 32] 18 | 0,082 | —0,06] 0,112 0,013 


7 
Versuch | 1,860 ]0,198] 15 | 100 | 34 | 72 | 0,890 | —0,43] 0,195 0,065 
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gepufferte Brenztraubensiure und 10 g Hefe, am nichsten ‘,, 
noch 5g Hefe und 0,46 g Saure in 2 Teilen zugegeben wurde, 

Im 1. Versuch sind nach 2 Tagen fast 300 mg Acetoin nich; 
mehr nachweisbar. ‘Trotzdem ist kaum eine Drehung in do; 
Lésung festzustellen. 

Im 2. und 3. Versuch kamen kleinere Mengen Acetoin zy; 
Anwendung. Da die Versuchsdauer kiirzer war, ist hier kay, 
Acetoin verschwunden. Die Drehung ist im Hauptversuch diese}. 
wie in der Kontrolle; sie kommt sicher dem aus der Girung ey. 
standenen Acetoin zu. 

Im langer dauernden 4. Versuch ist ein Defizit von 65 mg 
Acetoin vorhanden, ohne daf die Drehung entsprechend grife; 
gewesen wire als in der Kontrolle. 


D. Zusammenfassung. 


Bestrahlt man wiiBrige Lésungen von Acetaldehyd bzw. Bren:. 
traubensdure mit ultraviolettem Licht, so erhilt man Acetoin, 
Werden die Lichtstrahlen durch Acetaldehyd oder Aceton ge. 
filtert, so sind sie nicht mehr imstande Acetaldehyd zu veriindern, 
kénnen aber die Brenztraubensiure noch decarboxylieren uni 
fiihren zur quantitativen Bildung von Acetoin. Es ist klar, dat 
die Entstehung des Acetoins eine Konsequenz der Brenztrauben- 
siiurespaltung ist. Es liegt nahe, dasselbe fiir die Hefeversuche 
anzunehmen. Warum bei der Vergirung der Brenztraubensiure 
mit frischer Hefe optisch aktives, mit Macerationssaft aber race- 


misches Acetoin entsteht, ist noch nicht geklirt. Die Existenz | 


der ,,Carboligase“ ist keineswegs erwiesen, es werden andere Kr- 
kliirungsmoglichkeiten diskutiert. Den Beweis fiir die eine oder 
andere Ansicht miissen weitere Versuche erbringen. 
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™ Nebenschilddriisenhormon und Ergosterinhypercalcimie. ') 
Oln Zur ; 
r kau Von 
diese] he Georg Bischoff. 

Dg ent. Mit 3 Figuren im Text. 

65 mg 

Lrober (Aus der Kinderklinik der Universitat Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Marz 1930.) 


Bren?. Obwohl es sehr nahe liegt, die erstmalig von A. F. Heb und 
cetoin, @ Lewis?) gefundene Hypercalcimie bei Uberdosierung mit be- 
on ge. i strahltem Ergosterin mit derjenigen Hypercalcimie zu kombinieren, 
ndern, @ die nach Injektion des Nebenschilddriisenhormons (NSH) von 
» und @ Collip auftritt, ist dies, soweit mir das Schrifttum zuginglich ist, 
r, dag @ nicht geschehen. 

uben- Deshalb méchte ich hier kurz einen eigenartigen Reaktions- 
‘suche J ablauf mitteilen, den ich in Versuchen an Hunden stets repro- 
siiure | duzieren konnte und der deshalb nicht als Zufallsbefund be- 


race. |B trachtet werden diirfte. Es stellte sich merkwiirdigerweise heraus, 
istenz | dab bei der Vereinigung beider Hypercalciimien keine additive 
e Ky. @ oder potenzierte Wirkung hinsichtlich des Serumkalkes (SK) er- 


oder | zielt werden konnte. Im Gegenteil, das Colliphormon zeigte an 
Hunden, die durch Vigantoliiberdosierung hypercalcimisch ge- 
worden waren, nach kurzem Vorstadium eine deutliche und an- 
haltende, senkende Wirkung auf den Sk, die ungefiihr so lange 
andauerte, wie nach Vorversuchen und friiheren Erfahrungen die 

sonst SK steigernde Wirkung am gesunden ‘Tier. 
Nun sind kurze Phasen der SK-Erniedrigung durch das ge- 
nannte Hormon nicht unbekannt. Collip*) selbst erwiihnt solche 
Stadien als erster. Eine kurzdauernde Senkung findet er bet 


'! Ein kurzer Hinweis auf die Resultate erfolgte in der Gottinger 
Med. Gesellschaft vom 12. Dezember 1929. 
*) J. amer. med. Assoc. 91, 738 (1928). 
%) J. of biol. Chem. 63 u. 64 (1925). 
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zweimaliger Hormonverabreichung, wenn die Injektion der zweite, 
Dosis kurz vor dem Gipfel des SK-Anstieges, hervorgerufen durc}, 
die erste Injektion, erfolgt. Ferner beobachtet er primorta] 
eine Senkung bei tédlichen Hypercalcimien. Beumer yy) 
Falkenheim’) und Schulten’) stellten bei Nachpriifung do; 
Collipschen Befunde mit einem aus Nebenschilddriisen (do: 
Pferdes selbst hergestelltem Extrakt mitunter subnormale Sk. 
Werte vor oder nach Erreichung des Maximums fest. 

In meinen Versuchen kénnte allenfalls das Absinken de: 
SK bei Hund P (Fig. 2) und das zweite Absinken der Hunde (: 
(Fig. 1) und O (Fig. 3), die tédlich endigten, als pramortg! 
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Fig. 1. 


im Sinne der Collipschen Beobachtungen gedeutet werden, ob- 
wohl dieses Absinken dafiir eigentlich zu langsam unter den 
sonst als Hypercalcimiesymptomen bekannten Erscheinungen (Kr- 
brechen, Adynamie, Herzschwiiche) erfolgte. Die tddlichen Uber- 
dosierungssymptome des NSH treten bei Tieren mit hoher Ergo- 
sterinhypercalcimie friih und nach verhiltnismaBig geringeren 
Mengen auf. Die Vergiftungssymptome nehmen dann bei langsam 
und stetig weiter absinkendem SK zu, ein weiterer Beleg datiir, 
daB die tédliche ,,Hypercalciimie“ nicht auf Rechnung des hohen 
SK zu setzen ist, sondern — wie schon von anderen Autoren 
vermutet — andere noch unbekannte Vorgiinge als Urasche hat. 


') Miinch. med. Wochenschr., Nr. 20 (1926). 
2) Klin. Wochenschr., Nr. 52 (1925). 
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ZWeitep, Ginzlich anders ist das Verhalten der Tiere, wenn in einem 
1 durch ff Anfangsstadium der Ergosterinvergiftung das NSH verabfolgt wird. 
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Fig. 2. 
| Nach einer kurzen und der Hormondosis nicht entsprechenden 
| Steigerung des SK fallt dessen Kurve anhaltend und erheblich, 
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| Fig. 3. 
f und die Tiere fiihlen sich offensichtlich wohler als zu Beginn der 
Hormoneinwirkung. Erst nach etwa 24 Stunden steigt die Kurve 
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wieder an und kann wie in Kurve | weit iiber das Ausgangs. 
niveau hinausschieBen. 

In fritheren Versuchen’) konnte von mir die Feststellung ge. 
macht werden, daB das NSH, dessen kalkausschwemmende Wirkung 
an normalen Tieren durch Greenwald-Gross?) beobachtet 
worden war, bei rachitischen Hunden einen den Kalkansatz deut. 
lich begiinstigen KinfluB habe, demnach also doppelsinnig wirkey 


kénne. Die vorliegenden Befunde erscheinen als ein erneuter | 


Beweis dafiir, daB die Tatigkeit der Nebenschilddriisen im Kalk. 
haushalt des Organismus als eine allgemein regelnde (im Sinne 
Erdheims) aufzufassen ist. Ks kann durch das Hormon dey 
Nebenschilddriise unter Umstinden auch eine linger. 
dauernde Senkung des Serumkalkes bewirkt werden. 


Methodiseher Teil. 


In den Versuchen wurde das Originalpraparat, Parathormone, von 
Collip verwandt (Eli Lilly & Co., Indianapolis). Die Applikation erfolgte 
zur Erzielung eines gleichmiéBigen Kurvenablaufs intrakardial, wobei aber 
gegeniiber der subkutanen Anwendung kein merklicher Unterschied be. 
obachtet wurde. 

Als aktiviertes Ergosterin wurde Vigantol (Merck, I. G. Farben) in 1°. 
dliger Lésung und in Form von Dragées mittels Schlundsonde gegeben. 

Die Mikrocaleciumbestimmung im Serum erfolgte nach der Methode 
von Clark und Collip. (In den Kurven erfolgten Kalkbestimmungen nur 
an den mit 0 bezeichneten Stellen.) 

Hund C: Kurve I zeigt unten den Ablauf der SK-Steigerung am un- 
vorbehandelten Tier nach Injektion von 80 Einheiten Parathormone. — Die 
obere Kurve zeigt dasselbe Tier. Beginn des Versuches bei einer Vigantol- 
hypercaleiimie von 15,8 mg®/, (nach etwa 0,52 g bestrahltem Ergosterin in 
13 Tagen). 

Hund P: Kurve II oben. Beginn des Versuches bei einer Hypercal- 
ciimie von 16 mg®|, (etwa 0,27 g bestrahltem Ergosterin in 17 Tagen). 

Hund O: Kurve II unten. Versuchsbeginn bei einer Hypercalcimie 
von 12,5 mg°/, (etwa 0,13 g bestrahltem Ergosterin in 5 Tagen). — Kurve III 
erneut Parathormone bei einer Hypercalciimie von 15,5 mg °/, (etwa 0,1 ¢ 
bestrahltem Ergosterin in weiteren 6 Tagen). 


') Z. f. exp. Med. 68, 772 (1929). 
*) J. of biol. Chem. 68 (1926). 
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fiber den Reaktionsverlauf der Spaltung von Gemischen aus 
Mandelsiureester und Ketocarbonsdureester 
durch Leberesterasen. 


Zweite!) Mitteilung zur Kinetik der Esterhydrolyse 
durch Enzyme. 
Von 


Eugen Bamann und Maria Schmeller. 
Mit 5 Figuren im Text. 





Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Mirz 1930.) 


R. Willstatter, R. Kuhn, O. Lind und F. Memmen?’) 
haben vor einigen Jahren die Beobachtung gemacht, daB die 
Hydrolyse von kiiuflichem Mandelsdureithylester mit Leber- 
esterase (des Schweins) meistens erst nach einer ein- oder mehr- 
stiindigen Latenzzeit einsetzt. Die Spaltung des Substrates erfolgt 
sodann mit gleichbleibender Geschwindigkeit, so daB die Neigung 
der Zeitumsatzkurve ein Mab fiir die enzymatische Aktivitit und 
der Abszissenabschnitt von der Nullzeit bis zum FuBpunkt der 
verliingerten Umsatzkurve ein angenihertes MaB fiir die Induktions- 
zeit darstellen. Die Ursache dieser Erscheinung ist eine Ver- 
unreinigung des Substrates, die nur durch wiederholtes Um- 
krystallisieren des Mandelsiureesters aus Petrolither, nicht durch 
fraktionierte Destillation abgetrennt werden kann; es gelang, den 
Hemmungskoérper als den Ester der Benzoylameisensiure zu er- 
kennen. Ahnliche Verzégerungen bewirkten auch geringe Zusiitze 
anderer Ketocarbonsiureester, so von Oxalessigsiure- und Benzoyl- 
essigsiureester. 

Man kann das Zustandekommen der Induktion nach Will- 
stitter, Kuhn, Lind und Memmen dadurch erkliren, daB das 
gesamte Enzym trotz Uberschu8 an Mandelsiiureester an den 


') I. Mitteilung, Diese Z. 185, 149 (1929). 
*) Uber Hemmung der Leberesterase durch Ketocarbonsiiureester, 
Diese Z. 167, 303 (1927). 
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Ketosiureester gebunden wird und dafB erst nach dessen Sp; tung 
die Hydrolyse des Oxysiureesters beginnt. Hohe Affinitiit zy, 
Leberesterase und duBerst geringe Zerfallsgeschwindigkeit do; 
Reaktionszwischenprodukte schienen auf ,,konstitutiven Kigep. 
tiimlichkeiten“ der Ketocarbonsiiureester zu beruhen. 


Ks ist noch nicht untersucht, ob sich diese Annahme ay; 


breiterer Grundlage bestiitigen liBt. Unsere Versuche, die wir 
auf die Leberesterase des Menschen und einer Anzahl von Tierey 
ausdehnen, erweitern im Falle des Methyl- und Athylesters der 
Benzoylameisensaure den Befund der genannten Autoren, insofern 
als in allen Fallen dem Reaktionszwischenprodukt sowohl eine 
kleine Dissoziationskonstante als auch eine geringe Zerfalls. 
geschwindigkeit zukommt. 

Die Auswertung unserer Messungen fiihrt zu iiberraschend 
kleinen Dissoziationskonstanten. Fiir den Fall, daB das Verhiiltnis 
von Ketosaéure- (B) zu Oxysiiure-Ester (M) 1:100 ist (Vers. @. 
Fig. 1) und daB sich zu Beginn der Reaktion das Enzym (E) auf 
Ketosiureester und Oxysiiureester im Verhiltnis 50:1  verteili 
(geschitzt auf Grund der tabellarischen Zusammenstellung im 
experimentellen Teil), ergibt eine einfache Rechnung: 


Ky [M]-[EB] _ 100 50 _ 5000 


K, (B)-(EM) 11° 1°? 

d.h. die Affinitit des Enzyms zum Ketosiureester ist mehr als 
das 5000 fache gréBer als zum Oxysiiureester. Legt man letzterer 
den Wert von nur 100 zugrunde (ein sehr niedrig angenommener 
Mittelwert der Affinitiiten einer Esterase zu den Antipoden des 
Racemats), so ergibt sich eine Affinititskonstante 1/K von mebr 
als 5-10°% Diese Zahl besitzt nur den Wert einer Schitzung. 
Beispiele ahnlich hoher Affinitiiten sind in der Enzymliteratur noch 
selten.?) 

Mit Benzoylessigester beobachten wir das entgegengesetzte 
Verhalten; wir finden in allen untersuchten Beispielen eine an- 
finglich starke Reaktionsbeschleunigung. Dies ist um _ s0 
bemerkenswerter, als auch bei diesem Substrat in der angefiihrten 
Untersuchung starke Reaktionsverzégerung gefunden worden war. 


') Ausnehmend hohe Affinitiiten scheinen eigen zu sein: der Xanthir- 
Dehydrogenase: M. Dixon u. 8. Thurlow, Biochem. J. 18, 976 (1924): 
H. Wieland u. B. Rosenfeld, Liebigs Ann. 477, 82 (1929) u. zw. S. 56: 
der Peroxydase: R. Willstitter u. H. Weber, Liebigs Ann. 449, 156 (1926): 
dem Atmungsferment: O. Warburg, Biochem. Z. 189, 354 (1927). 
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zs fehlt noch an einer Erklirung fiir diese Abweichung der Be- 
‘nde, Auf das Stadium der Reaktionsbeschleunigung folgt dann 
je Spaltung des Oxysiureesters analog dem Vergleichsversuch 
nit verminderter Geschwindigkeit. Es ergibt sich also wohl darin 
ine qualitative Ubereinstimmung, daB die Affinititen beider 
Ketosiureester gréBer sind als die des Oxysiaureesters, allein es 
‘reten weitgehende Unterschiede in den Zerfallsgeschwindigkeiten 
rer Reaktionszwischenprodukte auf. Die Entscheidung, welche 
Konstante bei den fettspaltenden Enzymen von Begleitstoffen in 
hsherem MaBe beeinflubt wird, ist heute noch nicht zu treffen. 
Man geht jedoch nicht fehl, wenn man ihnen einen grofen KinfluB 
auf die Affinitit einriumt. Wir sind daher der Ansicht, daB es 
noch vertiefender Untersuchungen und Analysen bedarf, um zu 
entscheiden, ob tatsiichlich Besonderheiten in den Beziehungen 
der Ketocarbonsiureester zu den Esterasen bestehen und welcher 


Art sie sind. 


Experimenteller Teil. 


1. Beschreibung der Versuche. 


Die Enzymlésungen gewannen wir wie in der vorange- 
sangenen Arbeit, indem wir die Leber trockenpriparate, dargestellt 
durch Aceton- und Aceton—Ather-Behandlung, eine Stunde mit 
der 50fachen Menge n/40-Ammoniak extrahierten und die Aus- 
zige durch Abscheiden eines unwirksamen Niederschlages mittels 
verdiinnter Essigsiiure und darauffolgende Dialyse reinigten. 
Dieser ersten Reinigung waren die Knzymlésungen von Will- 
stitter, Kuhn, Lind und Memmen allerdings nicht unter- 
worfen oder sie waren in einzelnen Fallen durch eine Elektro- 
lialyse, die jedoch ,,auf das Ergebnis der Induktionsversuche ohne 


'EinfluB“ war, ersetzt. Von der Darstellung der Trockenpriiparate — 


in Pulverflaschen bei Zimmertemperatur aufbewahrt — bis zur 
Gewinnung der Liésungen war etwa 1 Monat verstrichen, die 
Lisungen waren im Eisschrank 5 Monate gealtert. Nur das 
Trockenpulver aus Menschenleber 2 war 6 Monate, der Auszug 
daraus wie die tibrigen 5 Monate alt. 

Kine nihere Bezeichnung mit Kenn-Nummern unter Beifiigung 
[ Tages der Darstellung erleichtert den Uberblick iiber das in 

nseren Arbeiten angewandte Enzymmaterial: 


I. Mitteilung: Menschenleber 1 (12. VI.1928) bezeichnet mit M; Menschen- 
leber 2 (4, II. 1929) bezeichnet mit J; Schafleber 1 (19. V. 1928); Hunde- 
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leber 1 (19. V. 1928); Kaninchenleber 1 (23. V. 1928); Pferdeleber 1 (16. V. 199... 
tinderleber 1 (19. V. 1928). - By 

Diese Mitteilung: Menschenleber 2 (4. II. 1929); Menschenleber » 

(28. V. 1929); Schafleber 2 (29. V. 1929); Schweineleber 2 (18. 6. 1929); Hunde. allen 


leber 2 (25. V. 1929); Kaninchenleber 2 (23. V. 1929); Pferdeleber 2 (27. V. 1999, I zeite 
An Substraten haben wir folgende Ester angewandt: Dau 
Racemischen Mandelsiiure-methyl- und -iithylester; die Py. eo° § 


parate wurden mehrfach aus Petrolither umkrystallisiert, bis sie yijjjj, 
,,induktionsfrei* waren. | 
Benzoylameisensiure-methyl- und -ithylester, dargeste|) 
nach L. Claisen') und im Vakuum durch zweimalige Fraktionierung ge. 
reinigt: Siedepunkt des Methylesters 125—128° unter 11 mm; Siedepunkt 
des Athylesters 130—132° unter 12 mm. Die Hydrolyse der Ester }¢; 
neutraler Reaktion ist betriichtlich. ry 
Benzoylessigsiure-methylester; wir bezogen ihn von C. A.F. 
Kahlbaum; das Priiparat wurde einer zweimaligen Vakuumdestillation 
unterworfen; Siedepunkt 11 mm: 147—149°% 
Benzoylessigsiure-ithylester; nach L.Claisen’) dargestellt und 
dreimal destilliert. Siedepunkt 10,5 mm: 147—149°% Bei der Destillation 
hinterblieb bei beiden Estern stets ein bei Zimmertemperatur_ krystalli- 
sierender, weiBer Riickstand. Die Hydrolyse bei neutraler Reaktion ist 


” e HO) 


unbedeutend. 

Die Spaltung der Ester verfoigten wir wie in der Unter. & 
suchung von Willstitter, Kuhn, Lind und Memmen titr. ‘ 
metrisch in pufierfreien Lésungen bei konstanter Temperatur und 2 
Wasserstofizahl (¢ = 24°, p,, = 7,0—7,1). Die Versuchsansiitze  ~ 


bestanden aus 100 ccm Reaktionsgemisch und 5 Tropfen einer 
1°/,igen alkoholischen Bromthymolblaulésung. Die zur Aufrecht- 
erhaltung des gleichen Farbtones erforderliche Menge Kalilauge 

gibt ein Bild ttber das Fortschreiten der Reaktion; je nach ihrer 
Geschwindigkeit war n/50- bis n/10-Lauge notwendig. Uber die & "*.'- 
Konzentration der Ester geben die Angaben unter den Figures § 
Auskunft. 


2. Auswertung der Versuche. 


Der Reaktionsverlauf in Gemischen aus 


Benzoylameisensiureester und Mandelsiureester. Da 


strat 
Versucht man die Verseifung von Mandelsiureester, dem “ee 


eine geringe Menge Benzoylameisensiureester beigemischt ist, mt § 1 
sin . D 

Leberesterase verschiedener Tiere, so findet man lange Zeit nu § 4;, 
saur 


1) Ber. chem. Ges. 12, 626 (1879) u. zw. S. 629. Man 
*) Liebigs Ann. 291, 25 (1896) u. zw. S. 67 u. 71. | Teil 
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spurenwelse Spaltung, bis dann die Hydrolyse des Mandelsiure- 
»sters in kriftigem MaBe einsetzt. Dieser Reaktionsverlauf ist 
len Versuchen der Fig. 1 und 2 gemeinsam. Die Induktions- 
veiten sind allerdings fir die einzelnen Ksterasen von ungleicher 
Nauer, auch dann, wenn die angewandten Enzymldésungen 
lie gleiche Wirksamkeit gegeniiber dem Mandelsiureester zeigen. 
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Fig. 1. Hydrolyse eines Gemisches aus Benzoylameisensiure- und Mandelsdure-Athylester. 
(Die Versuchsansatze von 100 ccm enthalten 0,50 g Mandelsdureester und 0,00448 g [etwa 1° ,| 
Benzoylameisensaureester. ) 


1 Esterase aus Menschenleber 2 II Esterase aus Menschenleber 3 
Ill ‘ ,, Pferdeleber 2 IV ,, Hundeleber 2 
V Kaninchenleber 2 VI i », Scbafleber 2 


” ? 
VII Esterase aus Schweineleber 2. 


Da jedoch gleiches Wirkungsvermégen gegeniiber einem Sub- 
strat einen RiickschluB auf Enzymmengen nicht gestattet, so ist 
nicht zu entscheiden, ob die ungleichen Induktionszeiten auf 
ungleiche Enzymmengen zuriickzufihren sind. Ebenso nahe liegt 
die Annahme, daB die Zerfallsgeschwindigkeiten der Keto- 
siureester—Esterase-Verbindungen verschieden gro sind. Fihrt 
man die Unterschiede der Inkubationszeiten — wenigstens zum 
Teil — darauf zuriick, so kann man keine prinzipielle Verschieden- 
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heit im Verhalten der Leberesterase (Induktion) und der Pankreas. 
lipase (keine Induktion) annehmen, falls das verschiedene Ver. 
halten, was noch nicht gepriift ist, nicht auf groBen Affinitits. 
unterschieden beruht. Denn die beiden Stadien des Reaktions. 
verlaufs treten dann nicht mehr auf, wenn die Zerfallsgeschwindig. 
keiten der Lipase—Ketosiureester- und Lipase—Oxysiureester-Voer. 
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Fig. 2. Hydrolyse eines Gemisches aus Benzoylameisensiure- und Mandelsdure-Methylester 


(Die Versuchsansatze von 100 cem enthalten 0,50 g Mandelsdureester und 0,00224 g [etwa 5 
Benzoylameisensdureester. ) 


I Esterase aus Menschenleber 2 II Esterase aus Kaninchenleber 2? 
II] si » Pferdeleber 2 lV ™ », Hundeleber 2 
V Esterase aus Schweineleber 2. 


bindung einigermaBen gleich sind. Beziiglich der Affinitit des Keto- 
siiureesters zu den einzelnen Esterasen erlauben alle Versuche mit 
dem Athylester die Aussage, daB sie auBerordentlich groB ist. 
Das geht daraus hervor, da8 der gefundene Verbrauch an Kali- 
lauge bis zum Abbiegen der Kurven nur unbedeutend gréBer ist 
als der fiir diesen Punkt berechnete. Der Laugenverbrauch am 
Knickpunkt ergibt sich bei vollstiindiger Bindung des Enzyms an 
den Ketosiureester aus den fiir die vollstindige Hydrolyse des 
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Ven Ketoesters sowie die nicht enzymatische Verseifung des Mandel- 
itits. |esiureesters notwendigen Mengen Alkali. Die auftretende Differenz 
ions. Mggillt auf eine geringe enzymatische Verseifung des Mandelsiure- 
ndig. esters gleichzeitig neben der des Ketosiiureesters. Kine gréBere 
Ver. fspanne ergab sich nur bei den Versuchen II und III der Fig. 2, 


jie den Reaktionsverlauf der Methylesterspaltung beider Siuren 
nit Kaninchen- und Pferde-Leberesterase darstellen. Die Unter- 
lagen fiir diese Folgerungen sind nachstehend zusammengestellt: 





—_—_—_ 














Esterase aus 
Men- |  Men- | Pferde- Hunde- | Kanin- 
schen- | schen- | leber | leber | chenleber 
leber 2 leber 3 ; | 
1. Athylester (Vers. d. Fig. 1): 
vn n/d0-Lauge fir | 
vollst. Spalt. d. Keto- | | | | 
siiureesters ..... 126 | 1,26 126 | 1,26 | 1,26 
cm n/d0-Lauge fiir | | | 
nichtenzym. Spalt. d. 0,48 :' O,76 | 0,88 | 1,00 | 1,16 
Mandelsiiureesters . | (3 Std.) | (4°/, Std.) (5'/, Std.) | (6'/, Std.) | (7'/, Std.) 
wm Lauge berechnet 1,74 | 2,02 2,14 226 | 2.42 
cm Lauge gefunden 2,00 | 230 | 2,50 2,60 2,90 
2. Methylester (Vers. d. Fig. 2): 
‘cen Lauge berechnet 1,03 — 156 | 1,61 | 1,40 
‘com Lauge gefunden 1,40 — | 250 | 1,90 2.10 


Der Reaktionsverlauf in Gemischen aus 
Benzoylessigsiureester und Mandelsiureester. 


Das verinderte Reaktionsbild in den Versuchen mit Ge- 
mischen aus Benzoylessigsiureester und Mandelsiureester kommt 
dadurch zustande, daB die Ketosiiureester das Enzym zu Beginn 
to. | der Reaktion zwar auch zum gréBten Teil binden, daB aber das 
nit | Reaktionszwischenprodukt im Gegensatz zu dem des Benzoylameisen- 
siureesters mit groBer Geschwindigkeit zerfillt. Dieses Resultat steht 
Ji. 0 noch ungeklartem Gegensatz zu den Befunden von Willstitter, 
ist # Kuhn, Lind und Memmen, die volle Ubereinstimmung im Ver- 
m & balten beider Ketosiiureester fanden. Unsere Versuche erstreckten 
an sich auf den Methyl- und Athylester, sowie auf Leberenzyme 
es & Verschiedener Herkunft. Wir hatten auch noch die Méglichkeit, 

elnen ¢rientierenden Versuch mit dem von den genannten Autoren 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVIII. 17 
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beniitzten Ester-Priparat anzustellen, der die Ergebnisse 
unseren Substraten bestitigte. Kinige Versuche haben wir jn 4 
Figuren 3, 4 und 5 dargestellt. 
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Fig. 3. Hydrolyse von Benzoylessigsiure- und Mandelsdure-Athylester sowie von Gemisché« 
beider Ester mit Schafleberesterase. 
Die Versuchsansitze von 100 ccm entoalten in: 
I 0,224 g Benzoylessigs&ure-Athylester II 0,112 g Benzoylessigsdure-Atbylest«: 


Ill 0,056 g IV 0,500 g Mandelsdure-Athylester 


” ” o. o* 
V_ 0,056 g Benzoylesigsiure-Athylester + 0,500 g Mandelsdure-Athylester 
VI 0,056 g - - + 0,050 g ‘5 5 
VII 0,056 g ‘i " + 0,020 g 5 bs 


Es ist bemerkenswert, daB die Umsatzkurven des Ketosiure- 
esters bereits bei einer Spaltung von 75—80°/, abbiegen; in den 
Mischversuchen gehen sie von diesem Spaltungsgrad an in det 
flacheren Ast des Mandelsdureesters iiber. Wahrend das Enzyw 
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‘» den Versuchen der Fig. 3 auch bei groBem UberschuB des 
Uxysiureesters im ersten Reaktionsstadium ausschlieBlich die 
Ketosiureesterverseifung zu beschleunigen sch@mt, verteilt es sich 
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Fig. 4. Hydrolyse von Benzoylessigs4ure-Methylester und Mandelsiure-Athylester sowie von 
Gemischen heider Ester mit Menschenleberesterase. 


Die Versuchsansatze von 100 ccm enthalten in: 


I 0,057 g Benzoylessigs4ure-Methylester II 0,500 g Mandelsdure-Athylester 
re Ill 0,050 g Mandels&ure-Athylester IV 0,020 g ie = 
V 0,057 g Benzoylessigsdiure-Metbylester + 0,500 gy Mandelsdure-Athylester 
VI 0,057 g - “6 + 0,050 g - - 
VII 0,057 g - - + 0,020 g ‘ss i 


in den Versuchen der Fig.4 und besonders 5 auf beide Substrate. 
re; Die Affinititen der Benzoylessigsiureester zu Leberesterasen 
€l @ stehen demnach hinsichtlich ihrer GréBe denen der Benzoyl- 
él ® ameisensdureester nach, da sich ihre Schwankungen im Reaktions- 
mf verlauf der Mischversuche bemerkbar machen. 
i 
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Umsatz (cern & KOH) 


Fig, 5. 


I 0,224 g Benzoylessigsiure-Athylester 


III 0,056 g 
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Hydrolyse von Benzoylessigsiure- und Mandelsdiure-Athylester sowie von Gemischen 


beider Ester mit Schweineleberesterase, 
Die Versuchsansitze von 100 cem enthalten in 
II 0,112 g Benzoylessigsiure-Athylester 
IV 0,500 g Mandelsdure-Athylester 


” ” ; zs 

V 0,056 g Benzoylessigsdure-Athylester + 0,500 g Mandelsdure-Athylester 
VI 0,056 g 

VII 0,056 g 


” 8 


+ 0,050 g vi 
+ 0,020 g - 


” ” 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir fiir die 
Férderung unserer Untersuchung aufrichtigen Dank aus. 
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Uber die proteolytischen Milzenzyme. 
Von 


S. G. Hedin. 


(Aus dem physiol.-chem. Institut der Universitat Upsala.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Marz 1980.) 


Im Jahre 1904 habe ich iiber Versuche berichtet, aus welchen 
ich folgerte, daB in der Milz mindestens zwei proteolytische En- 
zyme vorhanden sind, von welchen eines (die a-Protease) am besten 
pei alkalischer und das andere (§-Protease) am besten bei saurer 


| Reaktion wirkten.!) Bei neueren Versuchen kam ich zu den gleichen 
Ergebnissen; die «-Protease wirkte am besten bei p,, = 8,8 und 


die p-Protease bei p,, = 5,4.7) Vernon fand, da die Milz und 
auch verschiedene andere tierische Organe ereptische Knzyme 
enthalten.*) Dernby konnte das Vorhandensein der £-Protease 
sowie des ereptischen Enzyms bestitigen, aber nicht das der a- 
Protease. Die unter gewissen Verhiltnissen gefundene stirkere 


| Wirkung bei alkalischer Reaktion sei durch die Kinwirkung des 


bei alkalischer Reaktion wirkenden Erepsins auf etwa vorhandene 
Polypeptide entstanden.*) Neuerdings haben E. Waldschmidt- 


' Leitz und W. Deutsch mit neueren Methoden nur eine bei 


p,, = 4 wirkende Protease und ein bei p,, = 8 am besten wirkendes 


_ Erepsin aus der Milz erhalten kénnen. In bezug auf die a- 


Protease schlieBen sich diese Forscher der Dernbyschen Ansicht 
an.°) Irgendwelchen Versuch, meine «-Protease zu erhalten, haben, 
so viel ich habe finden kénnen, weder Dernby noch Waldschmidt- 
Leitz und Deutsch ausgefihrt, Jedenfalls wird kein solcher 
Versuch erwiihnt. 


) J. of Physiol. 30, 155 (1904). 

*) J. of biol. Chem. 54, 177 (1922). 
*) J. of Physiol. 32, 33 (1904—05). 
*) J. of biol. Chem. 35, 179 (1918). 
') Diese Z. 167, 285 (1927). 
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Bei meinen bereits erwihnten Versuchen wurde die zerkleinerte \4j), 
zunichst mit sehr schwacher Essigsiiure bei 37° behandelt, wobei wohl dip 


Hauptmasse der (-Protease unter lebhafter Proteolyse in Lésung ging. |),, 


sorgfiltig gewaschene Riickstand wurde dann bei 37° mit 5°/,iger Nac). 


Lisung behandelt. Die abfiltrierte Salzlésung wurde dann meistens dis ily 
siert und das in Wasser Unldsliche evtl. nach “Zugeben von etwas Essigsiur; 
abfiltriert. In gewissen Fillen wurde die NaCl-Lésung mit Am,SQ, gesiittiot 
der Niederschlag in wenig Wasser gelést und dialysiert, wonach das j; 
Wasser Unlodsliche abfiltriert wurde. Dieser in Wasser unlosliche Riickstang 
in wenig NaOH aufgelést, enthilt die a-Protease. 

Bei meinen zu beschreibenden Versuchen wurde, wie ays 
denselben zu ersehen ist, das Verfahren etwas abgeiindert, wo. 
durch die Ausbeute an «-Protease sehr verbessert wurde. 

Die GréBe der Enzymwirkung wurde bei meinen friiherey 
Versuchen durch Ermittelung der mit Gerbsiure nicht fillbaren 
N-Mengen bestimmt, welche Mengen bei der Eiweifspaltung zu. 
nehmen. Da indessen gewisse Polypeptide, welche méglicher- 
weise nicht durch Proteasen, wohl aber durch Erepsin gespalte: 
werden, durch Gerbsiure fallbar sind, so wird mit der Gerbsiiure- 
methode die Wirkung ereptischer Enzyme nicht mit Gewibheit 
ausgeschlossen, wodurch die Vermutung, daB meine «-Protease 
einfach #-Protease + Erepsin sein kénne, eine gewisse Berechiti- 
gung erhielt. 

Bei meinen neuen Versuchen habe ich deshalb die Enzyn- 
wirkung mit einer Methode bestimmt, welche den EinfluB erep- 
tischer Enzyme auf die Ergebnisse ausschlieBt. Es wurde niu. 
lich die bei der Enzymwirkung stattgefundene Uberfiihrung des 
beim Erhitzen unléslichen EiweiBes in lésliche Produkte ermittelt. 
Die Methode ruht auf dem von Michaelis und Rona’) zuerst 
nachgewiesenen Verhiltnis, daB KiweiBkérper im isoelektrischen 
Punkte am besten durch Erhitzen gefallt werden. Als Substrat 
habe ich Casein benutzt, dessen isoelektrischer Punkt be 
P,; = 4,8 liegt, was einer Mischung von gleichen Teilen Natrium- 
azetat und Kssigsiiure in normalen Konzentrationen als Puffer- 
lésung entspricht. Da der isoelektrische Punkt auch von an- 
wesenden Salzen etwas abhingig ist, habe ich dafiir Sorge ge- 
tragen, daB diejenigen Proben, welche miteinander verglichen 
werden sollten, bei der durch Erhitzen erzeugten Ausfallung die 
gleiche Menge Salz enthielten. 


Das Erhitzen geschah in Flaschen mit Glasstépseln in der Weise, dat 
die  Siaeonen 18 Minuten in dem lebhaft siedenden Wasserbade stander. 


1) Biochem. Z. 27, 38 und 28, 193 (1910). 
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Nach lingerem Erhitzen ging die Fliissigkeit bei der am folgenden Tage 
-tattfindenden Filtrierung bisweilen triibe durch. Dies kann auch nach 
1. [38 Minuten Erhitzen mit denjenigen Proben zutreffen, in welchen keine 
er nur eine geringe Enzymwirkung stattgefunden hat, also am meisten in 
ion Kontrollproben mit erhitztem Enzym. In solchen Fiillen muB das triibe 
Filtrat so lange auf das Filter zuriickgegossen werden, bis die Fliissigkeit 
ilar durchgeht. In gleichen Teilen der zu derselben Versuchsreihe gehérenden 
Filtrate wird der Stickstoff bestimmt; die von mir angefiihrten Ziffern sind 
ie Anzahl 0,1/n-H,SO,, welche zur Neutralisation des gebildeten Ammoniaks 
nitig waren. 

Das Casein nach Hammersten von Kahlbaum hergestellt 
wird nicht vollstandig beim Erhitzen im isoelektrischen Punkte 
ausgefallt. Der nicht fallbare Teil steigt etwas beim Aufbewahren 
ren g der Lisung, wahrscheinlich infolge von Bakterienwirkung, die durch 
die Gegenwart von Toluol nicht véllig zu vermeiden zu sein scheint. 
Neue Kontrollproben miissen folglich bei jedem Versuche gemacht 
verden. Die Kontrollwerte sind auch von der Reaktion abhingig, 
ten bei welcher die Versuche ausgefiihrt werden. Bei alkalischer 
Reaktion sind die Blindwerte entschieden gréBer als bei saurer. 
het MVie von mir gebrauchte Caseinlésung enthielt in 500 ccm 20 g 
ase Mecasein und 100 ccm 0,1/n-NaOQH. Zur Beleuchtung der Zuverlassig- 
hti. @pkeit der Methode mégen folgende Analysenziffern, welche bei 
Doppelbestimmungen erhalten wurden, angefiihrt werden: 


Vm- 95,7 23,05 5,6 6,35 11,9 14,35 5,7 22,25 20,9 
Pep= BB 25,75 22,09 5,65 6,2 11,9 14,3 5,75 22 21,3 
‘ill 

des A 

tal: Neue Versuche. 

erst In AnschluB an meine friiheren Untersuchungen habe ich 


hen [die zerkleinerte Milz zunichst mit sehr schwacher Essigsiure bei 
trat 9837° behandelt. So wurde einmal 250 g Milzsubstanz mit 500 g 
be HHO und 10 ccm n-Essigsaure 24 Stunden bei 37° gehalten. Hier- 
im- Bbei tritt die #-Protease in lebhafte Wirksamkeit, und die Masse 
fer- kann danach leicht filtriert und gewaschen werden. Um die «-Pro- 
al- Btease zu erhalten, habe ich den Riickstand mit 400 ccm 5°/ iger 
ge- BNaCl-Lisung und MgO in UberschuB einen Tag bei Zimmer- 
hen ‘temperatur behandelt. Nach Filtrieren wurde die Lisung gegen 
die B Leitungswasser dialysiert und mit Essigsiure gefillt. Der Nieder- 

_Bschlag wurde nach Abfiltrieren und Waschen in so wenig 0,01/n- 
dab FNaOH wie méglich gelést. Wie wir spiiter finden werden, enthilt 
diese Lésung «- und f-Protease, aber bei meinen bisherigen Ver- 
‘fuchen war erstere im allgemeinen vorherrschend in dem Sinne, 
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daB die Digestion in alkalischer Lésung starker als in sayro, 


ausfiel. 


Proben, welche auf 10 ccm Enzymlésung 25 ecm Caseinlésung und }.. 
kannte Mengen 0,1/n-NaOH oder HCl enthielten, wurden 24 Stunden mit To}, 


bei 37° digeriert. Nach dieser Zeit wurde so viel NaOH oder HCI zugegebey, 


daB die Menge NaCl und das Volumen iiberall in der Versuchsreihe glejc} 
war. Hierbei wurde auberdem 5 cem 0,1/n-HCl entsprechend dem Alkalj jy 
25 eem Caseinlésung zugegeben. 25 ecm a Sekibnnatet + 25 cem n-Exggie 
sdure wurden zugesetzt; die Proben wurden 18 Minuten im siedenden Wagge; 
bade gehalten und am folgenden Tage filtriert. Stickstoffbestimmung wurd, 
mit 75 cem Filtrat ausgefiihrt. In der folgenden Tabelle werden die p,,-Werte 
am Anfang der Digestion sowie die erhaltenen Stickstoffwerte nach Abzuy 
der Blindwerte in Kubikzentimeter 0,1/n-Siiure angegeben. 











N- Werte 
PH 1 2 3 
9,5 39,85 — 20,05 
8,9 40,6 a“ | 21,4 
8,3 38,85 51,4 | 21,15 
72 34,2 49,6 | 17,6 
12 _ 47,3 | on 
6,7 _ 49,35 | ne 
6,5 ne | 48,3 | cate 
6,0 31,65 43 | 19,6 
549 27,75 sie | 19,85 
5,7 — 36,9 | — 
5,5 23,25 —_ | 16,2 





Wie ersichtlich findet die maximale Wirkung bei etwap,, =* 
statt. Wie eben hervorgehoben wurde, enthielten die hier unter 
suchten Enzymlésungen offenbar ein Enzym oder eine Kombinatii 
von Stoffen, welche ihre stiirkste Wirkung bei alkalischer Reaktion 
ausiibt. Wie bereits auseinandergesetzt wurde, kann keine Pep- 
tidase hierbei mitgewirkt haben, und die Behauptung von Dernb) 


und von Waldschmidt-Leitz und Deutsch, daB die Milz keinc§ 


sogenannte «-Protease enthilt, kann nicht richtig sein. Zum Ver 


gleich seien hier einige Ziffern aus meinen bereits publizierte.§ 


und mit der Gerbsiiuremethode ausgefiihrten Versuchen angefiibrt 
die Reaktion der Digestionsmischung geht aus den angegebener 
Kubikzentimetern 0,1 n-NaOQH oder HCl sowie aus einigen ext 
sprechenden p,,-Werten hervor.’) 





1) J. of biol. Chem. 54, 183 (1922). 
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Pu N-Werte 
4NaOH 8,88 16,1 
3 NaOH 8,57 15,95 
2 NaOH ia 14,9 
1 NaOH — 13,7 
0Na0H ~ 11,95 
1HCl we 10,35 
2 HCl 5,73 6,5 . 
Die maximale Wirkung wurde mit Gerbsiiure bei p,, = 8,8") 


gefunden. 

Im folgenden werden meistens Bestimmungen nur bei p,, = 8,9 
und bei p,, = 5,0 ausgefiihrt. Die bei ersterer Reaktion erhaltenen 
Werte werden als hauptsichlich von der Wirkung der «-Protease 
herrithrend angesehen und die bei p,, = 5,5 als von der Wirkung 
der $-Protease. 

Um die Bedeutung von NaCl bei der Bereitung der Knzym- 
lésung zu untersuchen, habe ich von zwei gleichen Mengen Sub- 
stanz von derselben Rindmilz ausgehend in oben (S. 263) angegebener 
Weise Enzymloésungen hergestellt, die eine (A) mit Anwendung 
von NaCl, die andere (B) ohne. Die Ergebnisse sind aus folgender 
Tabelle zu ersehen: 


Pr A B 
8,9 43,55 7,95 
5,0 27,65 24,95. 


Die Menge der erhaltenen «-Protease war folglich sehr von der 
Anwendung von NaC] abhingig, die der #-Protease nur sehr wenig. 

In der gleichen Weise habe ich die Wirkung von MgO bei 
der Herstellung der Enzymlésung gepriift. Zwei gleiche Mengen 
Milzsubstanz wurden also wie S. 263 angegeben behandelt, die 
eine (A) mit Anwendung von MgQ, die andere (B) ohne. 

Die Ergebnisse waren: 


8,9 15,45 5,2 
5,5 11,25 4,2. 


Die alkalische Reaktion, welche durch die Gegenwart von 
MgO in Uberschu8 ergeben wird, betriigt etwa Py = 9,2. Durch 
dieselbe werden beide Enzyme vermehrt und zwar die a-Protease 
moglicherweise etwas mehr als die /-Protease. 

Nach der Dialyse wird nach der 8. 263 angegebenen Her- 
stellung der Enzymlésung mit Essigsiure gefallt. Hierbei werden 


) J. of biol. Chem. 54, 184 (1922). 
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aus der salzfreien Lésung die Globuline und etwa vorhandene § jie 
Nucleoalbumine oder Nucleoproteide ausgefallt. Ein Uberschyg sel, 
von Hssigsiure soll méglichst vermieden werden, da einige der Mf an | 
genannten Kérper darin léslich sind. Die @-Protease scheint zy. & yers 
sammen mit den durch Essigsiure fallbaren Substanzen leichter  ause 
ausgefallt zu werden als die #-Protease. In einem Versuche er. § Kige 
gaben die NDigestionsversuche bei p, = 8,9 und p, = 5,5 die J lung 
gleichen Zahlen, aber nach der Ausfallung waren die Ergebnisse: J gebe 


Pu vers 

8,9 43,55 hant 

5,5 27,65 neut 

Bei Behandlung mit Alkali wird die f-Protease ziemlich stark jp ¥i 
inaktiviert, wie aus folgendem Versuch zu ersehen ist. nz 


1. 5eem Enzymlisung wurde zunichst 24 Stdn. bei py = 8,2 und dann ware 
wie gewohnlich bei p;, = 5,5 mit Casein digeriert. = 
2. 5 cem Enzymlésung wurde zuniichst 24 Stdn. bei py = 5,5 und dann wie 
wie gewohnlich bei py = 5,5 mit Casein digeriert. Die 


3. 5 cem Enzymlésung wurde ohne Vorbehandlung bei 5,5 mit Casein 
digeriert. 

Die Ergebnisse waren: Nr. 1: 3,75, Nr. 2: 11,2, Nr. 3: 13,4. 

Auch bei p,, = 5,5 wurde folglich etwas /-Protease zerlegt. JP Kao 

Um bei der S. 263 angegebenen Herstellung der Enzymgemenge § sprii 
die «-Protease méglichst frei von §-Protease zu bekommen, habe J mit 
ich die Behandlung mit NaCl und MgO bei 37° 24 Stdn. dauern bei 


lassen (A), und zugleich eine andere Probe wie vorher bei Zimmer- §& stra 
temperatur aufbewabhrt (B). Der mit Essigsiure erhaltene Nieder- 
schlag war in A geringer als in B und die Analysenwerte waren: mit 
PH A B 
8,9 18,05 29,0 Zim 
5,5 4,9 18,2 filtr 
Zim 


Das Verhalten von Kaolin zu a@- und /-Protease. 


In einer friiheren Mitteilung habe ich iiber Versuche berichtet, mit 
nach welchen die «-Protease durch Kieselgur aus sehr schwach 
alkalischer Lésung adsorbiert wird, wihrend: die £-Protease ent- 
weder nicht adsorbiert wird oder nur in geringerem Grade als 
die «-Protease.') Waldschmidt-Leitz und Deutsch haben 
dies nicht bestitigen kénnen und da sie der Ansicht sind, dab 


1) Biochemic. J. 2, 112 (1906). 
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jie a-Protease einfach = meine £-Protease + eine Peptidase 
sei, ruht ihre Ansicht auf der Erfahrung, daB die Peptidase nicht 
an Kaolin adsorbiert wird.') Ich habe meine neuen Adsorptions- 
sersuche auch mit Kaolin ausgefiihrt. Dasselbe war mit Siure 
ausgekocht und danach mit Wasser gewaschen und getrocknet. 
Kigentlich scheint das Adsorptionsvermégen von dieser Vorbehand- 
lung etwas abhiingig zu sein. Die Enzymmenge, welche an eine ge- 
gebene Kaolinmenge adsorbiert wird, fallt also mit Kaolin von 
verschiedener Vorbehandlung verschieden aus; wird aber die Be- 
handlung von Kaolin mit Enzymlésung bei schwach alkalischer, 
neutraler oder sehr schwach saurer Reaktion vorgenommen, so 
wird die «-Protease leichter adsorbiert als die #-Protease. Die 
Enzymldsungen, welche bei diesen Versuchen angewandt wurden, 
waren in oben (S. 263) angegebener Weise hergestellt. Die Lisung 
wurde auf etwa dieselbe Anzahl Kubikzentimeter Wasser aufgefiillt 
wie die in Arbeit genommene Menge Milz Gramme ausmachte. 
Die Reaktion der so erhaltenen Enzymlisungen war p,, = 6,8—7,7. 


Adsorption aus moglichst salzfreier Losung. 
In den in folgender Tabelle angefiihrten Versuchen wurde 


' Kaolin von derselben Bereitung angewandt. 5 ccm von der ur- 
| spriinglichen Enzymlésung oder von dem Filtrat nach Schiitteln 


mit Kaolin (Kaolinfiltrat) wurde fiir die Enzymwirkung (24 Stdn. 
hei 37°) entweder bei p,, = 8,9 oder p,, = 5,5 benutzt. Das Sub- 


strat war wie vorher Casein. 


1. 50ccm Enzymlésung wurde bei Zimmertemperatur 15 Min. 


mit 10 g Kaolin unter Umschiitteln behandelt und filtriert. 


2. 50 ccm einer anderen Enzymlésung wurde eine Nacht bei 
Zimmertemperatur mit 10 g Kaolin stehengelassen und dann 
filtriert. 

3. 18 ccm von derselben Enzymlésung wurde 24 Stdn. bei 


_ Zimmertemperatur mit 10g Kaolin stehengelassen und dann filtriert. 


4. 150 ccm einer wieder anderen Enzymlésung wurde 15 Min. 
mit 10 g Kaolin behandelt und dann filtriert. 
Die Ergebnisse sind aus folgender Tabelle zu ersehen. 


1 2 3 4 
Py = 8,9 Enzymlésung.... 18,75 20,15 20,15 9,55 
- Kaolinfiltrat .... 4,4 3,6 0,5 3,6 
Py = 5,5 Enzymlésung.... 16,95 15,1 15,1 16,6 
" Kaolinfiltrat .... 11,7 1,7 0,85 13,0 


') Diese Z. 167, 285 (1927), 
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Die Enzymwirkung, sowohl bei alkalischer wie saurer Reaktioy, 
wurde also nach der Kaolinbehandlung erniedrigt gefunden, yng 
zwar erstere entschieden mehr als letztere. Wenn die mit de; 
angewandten Methode erhaltenen Analysenwerte den vorhandeney 
Enzymmengen proportional ausfielen, so wiirde dies bedeuten, dag 
die «-Protease in gréBerem Umfange durch Kaolin adsorbiert 
wird als die #-Protease. Bei alkalischer Reaktion ist die Pry. 
portionalitét, so weit meine Versuche bis jetzt reichen, annihernd 
vorhanden, aber bei saurer fallen bei gréBeren Enzymmengey 
die Analysenwerte langsamer als die Enzymwerte. Die Schlut. 
folgerung, daB die a-Protease an Kaolin kriftiger adsorbiert wird 
als die #-Protease, diirfte also etwas unsicher sein. 

Indessen wird die besprochene SchluBfolgerung insofern }j. 
stitigt, daB die f-Protease durch Behandlung des mit beidey 
Enzymen beladenen Kaolins mit Casein unter gewissen Bedingungen 
freigelegt werden kann, die a-Protease aber entweder nicht oder 
nur in beschrinktem Grade. 

Im folgenden Versuche wurden zuniichst die Digestionswerte mit 5 ccn 
der urspriinglichen Enzymlésung (unter 1) und die entsprechenden Werte 
nach Behandlung von 50 ecm Enzymlésung mit 5 g Kaolin (unter 2) angefiihrt. 
Das Kaolin wurde dann gut gewaschen und mit 50 ccm Caseinlésung + 
4 ccm 0,1/n-NaOH bei 37° 22 Stdn. behandelt und danach filtriert. Die 
mit 5cem Filtrat erhaltenen Digestionswerte werden unter 3 angegeben. 


Das Filtrat nach erneuerter Behandlung des Kaolins mit Casein in derselben 
Weise wie vorher, ergab die Ziffern unter 4. 


Pu 1 2 - 4 
8,9 32,1 11,75 1,65 1,75 
5,5 23,45 18,15 11,1 2,2 


Die Ziffern unter 3 zeigen, daB das mit Casein erhaltene 
Kaolinextrakt nur winzige Mengen a-Protease enthalten haben 
kann. Nach den Ziffern unter 4 hat die erste Extraktion mit 
Casein fast alle £-Protease freigesetzt. 

In zwei anderen Versuchen A und B wurden nur die mit den urspriing: 
lichen Enzymlésungen (unter 1) und die nach einmaliger Behandlung de: 
Kaolins mit Casein in eben angegebener Weise erhiltlichen Analysenwert’ 
(unter 2) bestimmt. 


Versuch A Versuch B 
Pu 1 2 1 2 
8,9 43,55 3,55 11,6 0,3 
5,5 27,65 20,95 13,6 7,85 


Die eben beschriebene Extraktion der an Kaolin adsorbierten 
3-Protease durch Casein geschah bei schwach alkalischer Reaktion, 
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etwa = 7,7. Indessen wird auch bei schwach saurer Reaktion 
rH ; > ° en eae ae ‘ 
,, B. bei py, = 6, wo die Caseinlésung von ausgefilltem Casein 
der stark tribe ist, etwas f-Protease ausgezogen, wie aus folgendem 
nen Versuch hervorgeht. 
dak Unter 1 werden die mit der urspriinglichen Enzymlésung erhaltenen 
Analysenwerte, unter 2 die mit dem Filtrat nach der Kaolinbehandlung er- 
ro. Je baltenen und unter 3 die mit dem bei p;; = 6 in oben angegebener Weise 
erhaltenen Caseinextrakt ermittelten Werte angefiilirt. 


Pu i 2 3 

; 8,9 31 1,15 ! 

re 5,5 8 1,45 3,3 

Alkalische Reaktion ist folglich fiir die Extraktion der 

3-Protease durch Casein die geeignetste. Nach Extraktion bei 

p, = 448, wo das Casein fast vollstindig ausgefillt ist, habe ich 

im Caseinfiltrat keine Spur weder von f-Protease noch von 

v-Protease gefunden. Nach Ausziehung bei p,, = 4,5 wurden mit 

dem Caseinfiltrat folgende Ziffern erhalten: 

Pr 

em 8,9 0,8 

oo 5,5 0,05 

4 Bei dieser verhaltnismibig stark sauren Reaktion wurde also 

Die HF von der a-Protease etwas ausgezogen. Hierbei ist doch zu be- 

"0. @ merken, daB, da die Extraktion bei 37° 21 Stdn. dauerte, ein 
Teil etwa freigesetzter a-Protease vielleicht zerlegt worden war. 

Da nach dem oben Gesagten die Adsorption an Kaolin bei 

schwach alkalischer oder neutraler Reaktion stattfand, und die 
§-Protease, nicht aber die «-Protease, bei solcher Reaktion mit 
Casein aus dem Kaolin freigesetzt werden kann, so scheint es 
wohl méglich, daB die in der Enzymlésung vorhandenen Kiweib- 

| stoffe daran schuld sind, daB die f-Protease nicht in demselben 

| Umfange wie die a-Protease aus den angewandten Enzymlésungen 

' durch Kaolin adsorbiert zu werden scheint. Es mag daran er- 

‘¢ @ innert werden, daB die zwei Proteasen bei meinen Versuchen zu- 

—F sammen mit KiweiBkérpern aus der dialysierten Lésung mit Essig- 

| siure ausgefiihrt werden. Wahrscheinlich wird die /-Protease in 
der Weise frei, da8 das KiweiB an das Kaolin adsorbiert und die 
Protease dadurch verdriingt wird. 


Einflu8 von NaCl auf die Enzymadsorption an Kaolin. 


el Beziiglich dieser Frage wurde zuniichst folgender Versuch 
ausgefiihrt, 
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A. Die Enzymlésung wurde mit '/, Vol, 9°/,iger NaCl versetzt. 

B. 48 ccm A wurde wie oben mit 10 g Kaolin behandelt. Das Filtr., 
+ 4/, Vol. H,O. 

C. 42 ccm der urspriinglichen Enzymlésung + 6 ecm H,O wurde jp 
der gleichen Weise mit 10 g Kaolin behandelt. Das Filtrat + 1), yo) 
9°/, NaCl. 

Dann wurden wie gewohnlich Digestionsversuche mit A, B und ¢ 
ausgefiihrt: 


Pu A B C 
8,9 21,25 0,45 4,0 
5,5 15,4 5,2 3,95 


Die a-Protease wird folglich bei Gegenwart von NaCl stiirker 
adsorbiert als ohne, wahrend die f-Protease in umgekehrter Weise 
sich verhalt. Von diesem Ergebnis ausgehend, habe ich versucht. 
die a«-Protease zunichst in Gegenwart von NaCl an Kaolin zur 
Adsorption zu bringen, das nicht adsorbierte mit NaCl-Lisung 
wegzuwaschen und schlieBlich etwas «-Protease mit Wasser aus 
dem Kaolin auszulésen. Es hat sich herausgestellt, da hej 
solchen Versuchen das Auswaschen des Kaolins schlieBlich mit 
Wasser von Zimmertemperatur geschehen kann. Bei dieser Tempe- 
ratur lést namlich das Wasser kein Enzym aus. In dieser Weise 
wird auch das Salz allmahlich aus dem Kaolin entfernt, was fiir 
das Auslésen des Enzyms eine Voraussetzung ist. Mit reinem 
Wasser geht aber das Auswaschen immer langsamer, da dic 
Kaolinkérnchen bei der Entfernung des Salzes anzuschwellen an- 
fangen und das Wasser infolgedessen langsamer durchflieBt. 


Folgende zwei Versuche wurden mit Enzymlésungen von verschiedenen 
Bereitungen und auch mit verschiedenen Kaolinsorten ausgefiihrt. Dic 
gebrauchten Enzymmischungen enthielten 2 Vol. Enzymlésung + 1 Vol. 
9°/,ige NaCl-Lésung. In der Tabelle findet man unter A die mit 5 cem der 
Enzymmischungen vor der Behandlung mit Kaolin erhaltenen Zahlen, unter 
B die mit den Filtraten nach der Kaolinbehandlung erhaltenen Analysen- 
werte und unter C die nach Waschen des Kaolins in eben angegebener Weise 
und Behandlung desselben mit 40 cem Wasser bei 37° etwa 20 Stdn. mit 
5eem des Filtrats erhaltenen Ziffern. 


Pu A B C 
8,9 11,6 3,4 2.3 
Versuch 1 { : ; . 
5,5 13,6 12 0,25 
8,9 31 1,15 2.4 
Versuch 2 ; ‘ 
5,5 8 145 0,15 


In beiden Versuchen war unzweifelhaft etwas «-Protease durch & 
die Kinwirkung des Wassers bei 37° freigesetzt worden (die Zifiern fF 
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unter ©). Mit Riicksicht auf die im obigen Versuche iiber die 
Verschiedenheit der Adsorption mit und ohne Gegenwart von NaCl 
war das Freiwerden von gréBeren Mengen @-Protease nicht zu 


erwarten. 


Durch die Versuche, woriiber oben berichtet worden ist, halte 
ich fiir bewiesen, da8 in der Milz von Rindern auBer dem bei 
schwach saurer Reaktion wirkendem Enzym, das ich £-Protease ge- 
nannt habe, auch die bei alkalischer Reaktion wirkende «-Protease 
vorhanden ist. Ob diese bei saurer Reaktion eine schwache 
Wirkung ausiibt, laBt sich nicht entscheiden, da sie nicht sicher 
yon $-Protease frei erhalten worden ist. Aus dhnlichen Griinden 
]aBt sich nicht behaupten, da die £-Protease nicht bei alkalischer 
Reaktion wirke. In bezug auf die a-Protease méchte ich hervor- 
heben, daB dieselbe an Globulinen oder mindestens an Eiweib- 


| kérpern, welche unter denselben Verhiltnissen wie die Globuline 


gelist und gefillt werden, gewissermaBen zu haften scheint. Es 


'sei an die Wirkung von NaCl und von MgO bei dem Auslésen 


und von Essigsiure bei der Ausfillung des Knzyms erinnert. Dazu 


' kommt noch, daB bei der Behandlung der Milz mit sehr schwacher 


Essigsiiure bei 37° wihrend 24 Stdn. nur sehr wenig «-Protease, 


‘aber viel $-Protease in Liésung geht. 


In den folgenden zwei Versuchen wurden 300 g zerkleinerte Milz mit 
500 cem Wasser und 10—12 ecm/n-Essigsiure 20 Stunden bei 37° behandelt. 
Das Filtrat wurde gegen Leitungswasser dialysiert und danach mit 5 ccm 
der Lésung und 25 cem Caseinlésung Digestionsversuche ausgefiihrt. Die 
Ergebnisse waren: 


Pu Versuch 1 Versuch 2 
8,9 2.4 1,45 
a 9 75 AR 
5,9 22,75 18,55. 


Die Enzymlésungen, welche von mir nach dem 8. 263 an- 


' gegebenen Verfahren erhalten wurden, sind sehr haltbar. So ergab 
' eine Loésung sofort nach dem Herstellen und nach 14 Tagen im 


Kisschrank folgende Werte: 


Pu Sofort Nach 14 Tagen 
8,9 15,45 16,3 
5,5 11,25 12,15. 


Hier scheint sogar eine geringe Zunahme der Knzymmengen 


| stattgefunden zu haben, die aber nicht immer vorhanden ist. Woran 


die in gewissen Fallen beobachtete Zunahme liegt, mub gegen- 
wirtig hingestellt bleiben. 
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Die Lieno-e-Protease wirkt also am besten bei alkalische, 
Reaktion in der gleichen Weise wie das Pankreasenzym, das nach 
der alten Terminologie Trypsin und nach einer neuen Trypsin. 
Kinase genannt wird. Uber die Frage, ob das Milzenzym und 
das Pankreasenzym modglicherweise identisch sein kénnen, kanp 
ich keine bestimmte Ansicht aussprechen. Gegen die Identiti 
der beiden Enzyme spricht aber die eben hervorgehobene Tatsache. 
daB die «-Protease mit schwach saurem Wasser in oben ap. 
gegebener Weise aus der Milz nicht ausgezogen wird, wiihrend 
das Trypsin aus dem Pankreas mit saurem Wasser leicht er. 
halten wird. 

Mit meiner friiheren Methode (Gerbsiuremethode, S. 262) sind 
der Lieno-a-Protease ahnliche Enzyme in Lymphdriisen!) und in 
der Thymus?) welche Organe wie die Milz Lymphozyte enthalten, 
gefunden worden. Ein solches Enzym wurde auch im Blutserum 
gefunden.*) Der Lieno-f-protease ihnliche Enzyme sind in den 
eben genannten Organen sowie auch in den Nieren*) und der 
Leber®) beobachtet worden. In den Nieren und der Leber ist 
aber bis jetzt kein mit der Lieno-a-Protease vergleichbares Enzym 
gefunden worden. Weitere Versuche iiber die Lieno-a-Protease 
und deren Vorkommen sind bereits im Gange. 


Zusammenfassung. 


Die Existenz der beiden von mir vorher in der Milz mit der 
Gerbséuremethode nachgewiesenen Enzyme «- und f-Protease wird 
mit einer anderen Methode, welche die Mitwirkung etwa vor- 
handener Peptidasen ausschlieBbt, bewiesen. 

Zunichst wird die zerkleinerte Milz mit saurem Wasser be- 
handelt (300 g Milz + 500 ccm Wasser + 10 ccm/n-Essigsiiure etwa 
20 Stunden bei 37°) und filtriert. Das Filtrat zeigt nach Dialyse 
sehr starke proteolytische Wirkung bei p,, = 5,5, aber sehr schwache 
Wirkung bei p,, = 8,9, d. h. es enthalt #-Protease, aber sehr wenig 
a-Protease. 

Der beim Filtrieren nach der Behandlung mit saurem Wasser 
erhaltene Riickstand wird gewaschen und mit 5°/,iger NaC]-Li- 
sung * MgO in UberschuB behandelt; nach einem Tage bei 


!) Diese Z. 125, 289 (1923). 
*) Diese Z. 135, 122 (1924). 

8) J. of Physiol. 30, 195 (1903); Diese Z, 104, 11 (1918). 
*) Diese Z. 122, 307 (1922). 

’) Upsala likaref. forhandl. 28, 33 (1923). 
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Zimmertemperatur wird filtriert, das Filtrat wird zur Entfernung 
des Salzes dialysiert und mit Essigsiure versetzt, so lange ein 
Viederschlag entsteht. Der Niederschlag, welcher beide Enzyme 
enthilt, zeigt nach Auflésung in so wenig 0,01 /n-NaOH wie még- 
lich im allgemeinen eine stiirkere Wirkung bei alkalischer Reaktion 
als bel saurer. 

Bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion werden beide 
Enzyme an Kaolin adsorbiert und zwar die e-Protease in gréBerem 
Umfange als die #-Protease. Letztere wird leicht durch Casein 


‘hei schwach alkalischer Reaktion und bei 37° von dem Kaolin 


losgetrennt. 
Die «-Protease habe ich aus dem Kaolin nur nach Adsorp- 


tion in der Gegenwart von NaCl freilegen kénnen. In der Gegen- 
wart von NaCl wird nimlich mehr «-Protease an Kaolin adsorbiert 
als ohne NaCl. Aus dem gewaschenen Kaolin kann deshalb eine 
geringe Menge a-Protease mit reinem Wasser bei 37° frei erhalten 


werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVIII, 

















Darstellung einiger Blutfarbstoffderivate. 
Von 


Jan Sula. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Masaryk-Universitat in Brinn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Marz 1930.) 


In seiner Abhandlung ,,Zum Inaktivieren des Oxyhimins* 
erwahnt Hamsik’), daB man zur Bereitung des Kaliumoxyhimins, 
des Formylhamins, des Acetylhiamins und des Protoporphyrins, 
ohne Umweg iiber das Oxyhiimin oder iiber das Chlorhimin, yon 
dem eben durch Aceton oder Alkohol gefallten Blutfarbstoffe, 
welcher aus Oxyhaimoglobin, Methimoglobin und Kathimoglobin 
besteht, ausgehen kénnte. 


Auf Grund dessen habe ich Methoden zur priaparativen Be- 


reitung der genannten Blutfarbstoffderivate ausgearbeitet. 


A. Darstellung des Kalinmoxyhamins. 


Aus defibriniertem Rindsblut (250 ccm) wurden die Chloride 
mit 2°/,igem Natriumacetat auf der Zentrifuge ausgewaschen. 
Der Blutkérperchenbrei wurde durch Zusatz von gleicher Menge 


Methanol gefallt, nach einer Stunde durch Leinwand geseiht, der 
Riickstand ausgepreBt und verrieben. Das so gewonnene Pulver § 


wurde sofort mit 300 ccm Methanol, der 2°/, KOH enthielt, unter 
stiindigem Verreiben in einer Reibschale extrahiert, die Mischung 
wurde nach 45 Minuten durch Leinwand geseiht, der Rest auf 
der Leinwand mit reinem Methanol abgespiilt und ausgeprett; 
der ausgepreBte Kuchen blieb nur unbedeutend gefairbt. Zu dem 
filtrierten Extrakt wurde auf einmal festes Kaliumhydroxyd bis 
zur Konzentration etwa 15°/, zugegeben. Nach einigen Stunden 
schieden sich Krystalle von Kaliumoxyhimin in der Form yon 


Sternen und stachligen Kugeln aus. Die Krystalle wurden nach 





1) Diese Z. 186, 269 (1930). 
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etwa 12 Stunden durch Dekantieren von der Mutterlauge getrennt, 
einigemal durch eine Lisung von Methylalkohol und Ather (1:3) 
dekantiert, filtriert und auf dem Filter mit derselben Lisung und 
guletzt griindlich mit reinem Ather ausgewaschen. Nach dem 
Trocknen an der Luft wurden 1,2 g Pulver aus 250 ccm Blut er- 


'halten. Das Pulver von nahezu schwarzem Aussehen war in 


Wasser und Methanol, aber nicht in Ather léslich und gab mit 
80°/,iger Ameisensiure und mit Kisessig in der Kilte Krystalle 
der zugehérigen Himine; mit Hisessig und Natriumchlorid gekocht, 
gab es die Teichmanschen Krystalle. Die EKigenschaften des 
Priiparates stimmen daher mit denjenigen des Kaliumoxyhimins, 
welches Hamsik!) aus Oxyhimin bereitete, iiberein. 

Wenn ich den Blutkérperchenbrei durch Zusatz von Wasser 


| himolysierte und die Lésung durch Schiitteln mit Toluol und 
} durch Zentrifugieren von Lipoiden befreite, habe ich eine bedeutend 
| geringere Ausbeute erzielt, da die Extraktion erschwert war; ebenso 


wenn ich zum Extrakt festes Kaliumhydroxyd allmihlich im Laufe 
mehrerer Stunden zugesetzt habe. 


B. Darstellung des Formylhamins. 


Aus defibriniertem Rindsblut (200 ccm) wurden die Chloride 
mit 1°/,igem ameisensaurem Natrium auf der Zentrifuge viermal 


' ausgewaschen, der Blutkérperchenbrei, durch Zusatz von Aceton 


im Verhaltnis 1: 11/, gefallt, wurde nach einer Stunde durch Lein- 
wand geseiht, der Rest auf der Leinwand wurde ausgepreBt und 
verrieben. Das Pulver wurde sofort in kleinen Teilen in 200 ccm 
85°/,iger Ameisensiure geschiittet und in einer Reibschale ver- 


| rieben, dann wurde die Mischung in ein Becherglas iibertragen. Ks 
| schieden sich Krystalle aus; die Fliissigkeit wurde nach 24 Stunden 


mit der dreifachen Menge Wasser verdiinnt und griindlich ver- 
riihrt, die gréBeren Krystalle (rhomboidférmige Tafelchen) setzten 


' sich an dem Boden des Becherglases gut an, so daB es leicht 


war, sie durch Dekantieren und Filtrieren von der durch winzige, 


nicht angesetzte Formylhaminkrystalle getriibten Mutterlauge zu 
_trennen. Auf dem Filter wurden die Krystalle durch Auswaschen 
| mit 30°/,iger Ameisensiure gereinigt und endlich einigemal mit 


reinem Wasser nachgespiilt. Nach dem Trocknen an der Luft 
betrug die Ausbeute 0,5 g schwarzgrauen Pulvers aus 200 ccm 
Blut. Dieses war in Pyridinchloroform lislich. In 85°/,iger 





Diese Z. 182, 120 (1929). 
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Ameisensdiure zerfielen die Krystalle in kleinere. In Lisesgiy 
lésten sie sich auf und aus der Lisung entstanden neue grifere s 
Krystalle; mit Eisessig und Natriumchlorid gekocht, ergah das “ 
Praiparat Chlorhiminkrystalle. Mit 5°/,igem methyl-alkoholischen J 4, 
Kaliumhydroxyd bildeten sich Kaliumoxyhaiminkrystalle. Dj. & gi 
Kigenschaften des Praparates stimmten also mit denen des Formy). tr 
himins, welches Hamsik’) aus Oxyhaimin bereitete, iiberein, ny; ge 
hatten die Krystalle des Chlorhimins die Form von stachligen § ,, 
Kiigelchen. W 

In einem anderen Falle himolysierte ich den Blutkérperchen. J 4 
brei, schiittelte diese himolysierte Flissigkeit mit Toluol und § q) 


zentrifugierte dieselbe, um die Lipoide zu entfernen. Die abgeteilte Bj, 
farbige Fliissigkeit fallte ich durch Zusatz von Aceton und arbeitete B ], 
weiter wie im ersten Falle, mit dem Unterschied jedoch, daf ich B ch 
das Pulver des Farbstoffes in der doppelten Menge Ameisensiiure § yy 
(d. h. auf 800 ccm des urspriinglichen Blutes verbrauchte ich § 4) 
1600 ccm 85°/,iger Ameisensiure) aufléste. Die Ausbeute war § x. 
in diesem Falle geringer als im ersten Falle, weil sich die Kry- —& p; 
stalle meistens allzu klein gestalteten, so daB es weder durch & ay 
Filtrieren noch durch Zentrifugieren méglich war, diese winzigen 
Krystalle von der Mutterlauge zu trennen. P ha 
AuBerdem bereitete ich ein Formylhaiminpriparat so, dab — yy; 
ich den mit methylalkoholischem Kaliumhydroxyd bereiteten Ex- —  jct 
trakt — wie ich es bei der Darstellung des Kaliumoxyhimins § oes 
beschrieb — in 85°/,ige Ameisensiure im Verhiltnis 1:1 gob For 
und die Lésung ungefahr auf den halben Umfang abdestillierte. bil 
Die ausgeschiedenen Krystalle wurden filtriert, ausgewaschen, ge- 
trocknet und durch Lésung in Pyridinchloroform und Eingiefen 
dieser. Lésung in 85°/,ige Ameisenséure von neuem krystallisiert. 10 


C. Darstellung des Acetylhamins. 
Aus defibriniertem Rindsblut (250 ccm) wurden die Chloride 


re 
mit 2°/,igem Natriumacetat auf der Zentrifuge viermal aus- 
gewaschen, der Blutkérperchenbrei wurde durch Zusatz von Aceton F 
im Verhiltnis 1:11/, gefallt, und nach einer Stunde durch Lein- Ff ,,; 


wand geseiht, der Rest auf der Leinwand wurde ausgepreBt und § ga 
verrieben. Das Pulver wurde sofort in kleinen Portionen fF ,; 
250 ccm Kisessig, der sich in einer Reibschale befand, geschiittet F ... 
und griindlich verrieben, dann wurde die Mischung in ein Becher- fF vy, 





1) Diese Z. 183, 107 (1929). 
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glas gegossen. Es schieden sich Krystalle von rhomboidférmigen 
Tifelchen aus, welche sich nach der Verdiinnung der Mutterlauge 
mit einer zwei- bis dreifachen Menge Wasser (24 Stunden nach 
dem AbgieBen in das Becherglas) und griindlichem Vermischen 


| ganz gut am Boden des Becherglases ansetzten. Die wenig ge- 


triibte Mutterlauge wurde abgegossen und die am Boden an- 
gesetzten groBen Krystalle wurden filtriert und auf dem Filter 
mehrmals mit 30°/,iger Essigsiure und dann einigemal mit reinem 
Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen an der Luft betrug die 
Ausbeute 0,75 g aus 250 ccm Blut. Es war ein bliuliches, 
glinzendes, krystallisches in Pyridinchloroform lésliches Pulver; 


| in Ameisensdure war das Praparat ebenfalls léslich, aber aus der 


Lisung bildeten sich neue Krystalle; mit Eisessig und Natrium- 


| chlorid gekocht, wandelte sich das Praparat in Chlorhiminkrystalle 


um, groBtenteils von Teichmanscher Form. Mit 5°/,igem methyl- 


alkoholischem Kaliumhydroxyd bildeten sich aus dem Priparate 


Kaliumoxyhaiminkrystalle. Nach seinen Kigenschaften wiirde das 
Praparat mit dem Acetylhaimin tibereinstimmen, welches Hamsik?) 
aus Kaliumoxyhaimin bereitete. 

Wenn ich den Blutkérperchenbrei durch Zusatz von Wasser 
himolysierte und die hamolysierte Fiissigkeit durch Schiitteln 
mit Toluol und durch Zentrifugieren von Lipoiden befreite, habe 
ich eine viel kleinere Menge Acetylhamin erhalten, ebenso geschah 


es, wenn ich das durch Aceton gefillte Farbstoffpulver in einer 


eroBen Menge Hisessig aufléste, weil sich da nur wenige Krystalle 
bildeten. 
D. Darstellung des Protoporphyrins. 


Aus defibriniertem Blut (200 ccm) wurden die Chloride mit 
1°/,igem ameisensaurem Natrium auf der Zentrifuge viermal aus- 


| gewaschen, der Blutkérperchenbrei wurde durch Zusatz von Aceton 
_ im Verhiltnis 1:11/, gefallt und nach 1 Stunde durch Leinwand 


geseiht, der Rest auf der Leinwand wurde ausgepreBt und ver- 
rieben. Das Pulver wurde in 500 ccm 95°/,iger Ameisensiure, 
welche 1 Gramm pulverisiertes Eisen enthielt, geschiittet. Bei 
zeitweiligem Riihren wurde nach und nach etwas Hisenpulver, im 
ganzen 3 g, zugegeben. Die Lésung wurde nach 12 Stunden fil- 
triert, mit der vierfachen Menge Wasser verdiinnt, worauf ihre 
sauere Reaktion dermaBen mit Natriumhydroxyd (es wurden 75g 
NaOH in wiBriger Lésung gegeben) abgestumpft wurde, daB sich 


—— 





) Diese Z. 186, 269 (1930). 
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ein, den ganzen Farbstoff enthaltendes Sediment bildete. Do, 
Niederschlag wurde von der fast farblosen Mutterlauge durch 
Dekantieren und Filtrieren abgetrennt und, nach griindlichem Ap. 
tropfen der Flissigkeit, mit Aceton und einer kleinen Menge 
95°/,iger Ameisensiiure extrahiert. Der filtrierte Extrakt wurde 
mit Natriumhydroxyd alkalisiert und der abfiltrierte Niederschlag 
des Natriumporphyrins wurde in 50 ccm 95°/,iger Ameisensiiure 
aufgelést. Aus der Lésung wurde das rohe Porphyrin durch 
Zusatz von Wasser und Nutriumacetat ausgesalzen, filtriert, au; 
dem Filter griindlich mit Wasser ausgewaschen und nach dem 
Trocknen aus einer kleinen Menge Pyridinchloroform umkrystalli- 
siert. Die Ausbeute aus 200 ccm Blut betrug 0,1 g krystallisierten 
Protoporphyrins. Der Blutfarbstoff wird wahrscheinlich stark 
durch die 95°/,ige Ameisensiure alteriert, so daB nur wenig 
Protoporphyrin entsteht. 


Zusammenfassung. 


Es werden Methoden zur direkten praparativen Darstellung 
des Kaliumoxyhimins, des Formylhimins, des Acetylhamins und 
des Protoporphyrins aus dem Blut, ohne Umweg iiber das Chlor- 
himin oder iiber das Oxyhimin, beschrieben. 
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Diacetyl ') und Methyl-acetyl-carbinol’) in menschlichem Harn? 
Vorlaufige Mitteilung. 


Ige Von 

de Hans SchmalfuB. 

lag 

ure (Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat. ) 
rch (Der Redaktion zugegangen am 15. Mirz 1930.) 

auf 


Bei unsern Versuchen, Formaldehyd in Zucker iiberzufiihren”), 
;. @@ fanden wir, daB der gebildete Zucker teilweise zu Diacetyl zer- 
setzt wird.*) Im AnschluB hieran gewannen wir ganz allgemein 
wk (— aus Zuckern und aus geeigneten Saéuren durch Erhitzen Diacety].%) 
Mit auf Grund dieser Erkenntnis isolierten wir Diacetyl aus Tabak- 


™ ‘rauch und gebranntem Kaffee‘), deren Aroma zum Teil durch 
das Diacetyl bedingt ist. Bei der Untersuchung von Kakao und 
Bier begniigten wir uns mit der Fallung des scharlachroten Nickel- 
dioximins.°) 

1 Da nun geeignete Fermente oftmals Reaktionen erméglichen, 

“4 die sonst nur in der Hitze verlaufen, suchten wir nach derartigen 


Beispielen fiir die Bildung von Diacetyl. So fanden wir das Di- 

f acetyl als Stoffwechselprodukt in Milchkulturen von Milchsiure- 

bakterien auf*) und damit auch in der Butter’), ferner in Natur- 

honigen verschiedener Herkunft*), in denen das Diacetyl, bzw. 
seine Vorstufe, ebenfalls als Stoffwechselprodukt vorliegt. 

Fragen, die mit dem physiologischen Abbau der Zucker, mit 

der physiologischen Bedeutung, mit Werden und Vergehen des 

Diacetyls im menschlichen Organismus zusammenhingen, fiihrten 

uns dazu, eine groBe Anzahl menschlicher Harne*) auf Diacetyl °) 





') Unwahrscheinlicher ein Homologes. 
?) Ber. chem. Ges. 57, 2101—2104 (1924); 60, 1045—1047 (1927); 
Biochem. Z. 185, 70—85 (1927). 
3) SchmalfuB8 u. Barthmeyer, Ber. chem. Ges. 60, 1035—1036 (1927). 
*) Dieselben, Biochem. Z. 216, 330—335 (1929). 
°) Tschugaeff, Z. f. anorg. Chem. 46, 146 (1905). 
*) SchmalfuB u. Barthmeyer, Diese Z. 176, 282—286 (1928). 
: ’) Vgl. hierzu auch van Niel, Kluyver u. Derx, Biochem. Z. 210, 
234 (1929). 
‘) Wir wurden in dankenswerter Weise mit Harn versorgt durch das 
_ Allgemeine Krankenhaus Eppendorf und durch die Hamburger Sicherheits- 
| polizei. 
*) Lemoigne fand in normalen tierischen Harnen kein Diacetyl. C. 
E vy. hebd. d. S. d. 1. Soc. de Biologie 97 II, 1479—1483 (1927). 
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zu untersuchen. Da wir bisher fast iiberall, wo wir Diacety} 
auffanden, auch seine Vorstufe, das Methyl-acetyl-carbinol?) fost. 
stellen konnten, priiften wir meist auch auf Methyl-acetyl-carbino). 

Bisher arbeiteten wir auf folgende Weise: 

Der Harn wurde in vorbereiteter Flasche*) gesammelt. 7, p. 
wurden in einem Rundkolben von 3—5 Litern Inhalt 2 Liter Hap, 
mit 660g Natriumchlorid kurze Zeit umgeschwenkt.  Sodany 
wurde aus einem Glycerinbad von einer Temperatur bis zu 15()° 
im CO,-Strom destilliert; die Diimpfe passierten eine Spritzfalle 
und wurden im Liebig-Kihler kondensiert. Es wurden 5 Frak. 
tionen von je 1ccm, dann eine Sicherheitsfraktion von ety, 
150 ccm, dann wiederum eine von 1 ccm aufgefangen und auf 
Diacetyl gepriift.’*4) Die letzte Fraktion soll frei von Diacety] 
sein. Dann wurden 50 ccm einer 40°/,igen waBrigen Eisen(III- 
chlorid-Lésung zum Destillationsriickstand hinzugefiigt. Nun wurde 
in gleicher Weise destilliert. LieB sich aus einer dieser 6 Frak- 
tionen ein scharlachrotes Nickel-dioximin gewinnen, so war Methy!- 
acetyl-carbinol!) im Harn vorhanden. 

In einzelnen Sammelharnen von verschiedenen Personen fanden 
wir Diacetyl.1) Methyl-acetyl-carbinol!) fanden wir auch in Kinzel- 
harnen. Bei den Sammelharnen besteht immerhin die Méglichkeit, 
daB das Diacetyl erst durch chemische Umsetzung von Stofien § 
der verschiedenen Harne gebildet ist. Die Untersuchungen iiber 
Vorkommen, Entstehen und physiologische Bedeutung von Diacety! 
und Methyl-acetyl-carbinol werden fortgesetzt. Namentlich der 
Einflu8 der Ernahrung und des Zustandes der Versuchspersonen au! 
die Bildung von Diacetyl und Methyl-acetyl-carbinol wird untersucht. 


An diesen Untersuchungen sind Frl. Dr.H. Barthmeyer und 
Herr cand. chem. H. Schaake beteiligt, denen ich auch heute 
schon danke. 


Auch der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke 
ich fiir die gewahrte Beihilfe. 


') Unwahrscheinlicher ein Homologes. 
*) Die GefiiBe und Reagenzien sollen im Blindversuch auf Abweser- 


heit von Diacetyl und Methyl-acetyl-carbinol gepriift sein. 
’) Tschugaeff, Z. f. anorg. Chem. 46, 146 (1905). 
*) Mit Hilfe dieser von uns [Biochem. Z. 216, 333 (1929)] verfeinerten 


Reaktion liBt sich das Diacetyl noch in weniger als 1 ccm eine! 
0,002 °/,igen Diacetyl-Lésung leicht nachweisen. 
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